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RESUMO
Camila Guarany Ramalho Elias
EXPRESSAO DE MOLECULAS SIMILARES A CRUZIPAINA EM Phytomonas serpens

Orientadores: André Luis Souza dos Santos & Marta Helena Branquinha

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pés-Graduagdo em
Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Godes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para a
obtencado do titulo de Mestre em Ciéncias.

Phytomonas serpens é um tripanossomatideo parasito de plantas, capaz de causar
infec¢des em diferentes cultivares de importancia econdmica. No presente estudo, avaliamos a
expressao de polipeptideos e enzimas proteoliticas neste flagelado. Duas peptidases
majoritarias de 38 e 40 kDa foram observadas. A atividade proteolitica foi bloqueada por
inibidores cldssicos de cisteina peptidase, apresentou maior intensidade em pH acidico (5,0) e
foi completamente dependente de agentes redutores. As cisteina peptidases foram capazes de
hidrolisar varios substratos protéicos, incluindo proteinas presentes nas glandulas salivares do
inseto fitéfago Omncolpetus fasciatus. As cisteina peptidases produzidas por P. serpens
compartilham antigenos comuns com a cruzipaina, a principal cisteina peptidase do
Trypanosoma cruzi. Os dados também sugerem que a cisteina peptidase de 40 kDa pode ser
localizada na superficie do parasito, ligada aos dominios de membrana via ancora de
glicosilfosfatidilinositol. A enzima de 40 kDa foi também detectada livre no sobrenadante de
cultivo, em uma forma cataliticamente ativa, o que sugere secrecdao ou “shedding” para o meio
extracelular. Anélises comparativas mostraram que epimastigotas de T. cruzi apresentaram
eficacia dez vezes maior em hidrolisar um substrato especifico para cisteina peptidases (Z-Phe-
Arg-AMC) quando comparada a promastigotas de P. Serpens, resultado que foi confirmado
por zimografia e ELISA. As cisteina peptidases foram detectadas majoritariamente em fracdes
citoplasmaticas de P. Serpens, conforme demonstrado por ensaios bioquimicos e
imunocitoquimicos. Anticorpos de um paciente chagésico reconheceram antigenos celulares e
extracelulares de P. serpens, incluindo a molécula similar a cruzipaina., O cultivo de P. serpens
em meio complexo suplementado com extrato natural de tomate (Solanum lycopersicuimn)
resultou no aumento da expressao de cisteina peptidases, incluindo as moléculas similares a

cruzipaina. Além disso, uma proteina de 110 kDa com capcacidade de se ligar a promastigotos
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vivos de P. serpens foi detectada no extrato do tomate. Finalmente, parasitos recolhidos apods a
infeccdo de tomates maduros por sete dias também induziram ao aumento de moléculas
homoélogas a cruzipaina. Coletivamente, nossos resultados mostraram a importancia de
cisteinas peptidases similares a cruzipaina em eventos biol6gicos essenciais ao ciclo de vida do

titoflagelado P. serpens.

Palavras-chave: 1.Phytomonas serpens 2. Tripanossomatideos 3. Enzimas 4. Cisteina-

peptidase 5. Cruzipaina 6. Trypanosma cruzi

Rio de Janeiro

Fevereiro de 2009



ABSTRACT

Camila Guarany Ramalho Elias
EXPRESSION OF CRUZIPAIN-LIKE MOLECULES IN Phytomonas serpens
Orientadores: André Luis Souza dos Santos & Marta Helena Branquinha

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pés-Graduagao em
Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para a
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas.

Phytomonas serpens is a protozoan parasite that infects different plants of economic
importance. In the present work, we evaluated the expression of P. serpens peptidases. Two
major peptidaseswith 38 and 40 kDa were observed. Proteolytic activities were blocked by
classical cysteine peptidase inhibitors, increased at acidic pH and showed dependence on the
presence of reducing agents . The cysteine peptidases hydrolyzed several proteinaceous
substrates, including the salivary gland proteins from the phytophage insect Oncopeltus
fasciatus. Both cysteine peptidases produced by P. serpens share common epitopes with
cruzipain, the major cysteine peptidase of Trypanosoma cruzi. Moreover, our data suggest that
the 40 kDa cysteine peptidase was located at the P. serpens cell surface, attached to membrane
domains via a glycosylphosphatidylinositol anchor. The 40 kDa peptidase was also detected
in the cell-free culture supernatant in its active form, which suggests secretion or shedding to
the extracellular environment. Comparative analysis revealed that epimastigotes of T. cruzi
presented a 10-fold higher efficiency in hydrolyzing the cysteine peptidase substrate Z-Phe-
Arg-AMC than the promastigotes of P. serpens, as confirmed by zymography and ELISA. The
cytoplasm was the major site of distribution for the P. serpens cysteine peptidases, as
determined by biochemical assays and immunocytochemistry. Antibodies from a Chagas’
Disease patient recognized both cellular and extracellular antigens of P. serpens, including the
cruzipain-like molecule. Growth of P. serpens in a complex medium supplemented with
natural tomato (Solanum lycopersicum) extract resulted in increased expression of cysteine
peptidases, including the cruzipain-like molecules. Moreover, a 110 kDa P. serpens-binding

protein was detected in the tomato extract. Collectively, our results showed that cysteine



peptidases similar to cruzipain participate in important biological events during the life cycle

of P. serpens.

Palavras-chave: 1.Phytomonas serpens 2. Tripanossomatideos 3. Enzimas 4. Cisteina-
peptidase 5. Cruzipaina 6. Trypanosma cruzi

Rio de Janeiro
Fevereiro de 2009
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1) INTRODUCAO

1.1) Familia Trypanosomatidae

A familia Trypanosomatidae, classificada na ordem Kinetoplastida, compreende um
grande numero de parasitos monoflagelados eucariotos. Os diferentes géneros de
tripanossomatideos compartilham caracteristicas singulares, como a presenca de mitocondria
Unica e ramificada que percorre todo o corpo celular. Esta organela apresenta uma porcao
especializada, localizada dentro da matriz mitocondrial, perpendicular ao eixo do flagelo, rica em
acido desoxirribonucléico (20-30% do DNA total), identificada como cinetoplasto. O DNA desta
estrutura é denominado k-DNA e se organiza em redes de cadeias circulares, concatenadas e
compactadas. Em muitos tripanossomatideos, a posigdo relativa do cinetoplasto em relacdo ao
nucleo varia de acordo com o ciclo celular (MASLOV & SIMPSON, 1995, DE SOUZA, 2008).

A presenca do glicossomo, organela relacionada com os peroxissomos de eucariotos
superiores, também representa caracteristica peculiar desse grupo; esta organela confina a via
glicolitica, o que torna a transformacdo de glucose em piruvato mais eficiente em
tripanossomatideos que em outros organismos eucariotos (revisto por VICKERMAN, 1994). O
glicossomo coopera com a mitocondria no metabolismo energético, mas possui também outras
funcdes relacionadas a fixagdo de diéxido de carbono, biossintese de pirimidinas, recuperacao de
purinas, sintese de éter-lipidios e -oxidagdo de acidos graxos (revisto por MICHELS, HANNAERT &
BRINGAUD, 2000). O glicossomo ndo possui um genoma proprio; logo, todas as proteinas
encontradas nesta organela sdo codificadas por genes nucleares, traduzidas em ribossomos no
citoplasma e importadas para o interior da organela (SHIH et al., 1998, DE SouzA, 2008). Outra
organela caracteristica é o acidocalcissomo, estrutura acida responsavel pelo armazenamento de
ions calcio (Ca*?). Esta organela, que se caracteriza por sua elétron-densidade ao microscépio
eletronico de transmissdo, também é capaz de armazenar fésforo (P), magnésio (Mg*?), sédio
(Nat), potassio (K+*) e zinco (Zn*?). Em alguns tripanossomatideos, como algumas espécies de
Phytomonas, também foi possivel a identificagdo de ferro (Fe*?) (MIRANDA et al., 2004). Além disso,
possui varias proteinas trocadoras em sua membrana, o que ressalta sua importancia na
homeostase do pH intracelular e osmorregulacdo, funcdo que executa em associagdo com o
vactolo contratil. Os acidocalcissomos também sdo responsaveis pelo armazenamento

intracelular de energia e diversos ions, principalmente pirofosfato inorganico e polifosfato,
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componentes envolvidos em diversos processos bioquimicos essenciais (revisto por DOCAMPO et
al., 2005).

Como tipicas células eucaridticas, os tripanossomatideos apresentam também
citoesqueleto, estrutura formada por uma camada de microtibulos subpeliculares, associados
entre si e a membrana plasmatica, garantindo a sustentacao da célula (revisto por GULL, 1999). O
citoesqueleto representa uma barreira importante ao transporte celular; logo, as funcgoes
endociticas e exociticas, responsdveis por tal transporte, limitam-se a outras regides onde os
microtibulos ndo estdo presentes. A regido da bolsa flagelar é desprovida destes microttbulos,
representando portanto o tnico sitio para endocitose/exocitose de macromoléculas na maioria
destes parasitos (VICKERMAN & PRESTON, 1976, DE SOUZA, 1984; VICKERMAN, 1994). No entanto,
existe uma estrutura presente em alguns membros do género Trypanosoma, denominada
citéstomo, responsavel por processos de endocitose/exocitose. O citéstomo se apresenta como
uma invaginacdo digitiforme da membrana plasmaética, que pode atingir até a regido do ntcleo
celular. Em epimastigotas de T. cruzi, cerca de 85% da atividade endocitica ocorre através desta
estrutura (DE SOUZA, 2008).

O flagelo dos tripanossomatideos é uma estrutura especializada, responsédvel pela
motilidade celular e estd envolvido com outros processos biolégicos importantes, como
reconhecimento celular e adesdo (ROCHA et al., 2006). Além de componentes caracteristicos da
estrutura de um flagelo, os tripanossomatideos apresentam também o corpo paraxial, um corpo
fibroso formado por filamentos proteicos discretos diretamente ligados ao axonema, porcao
estreitamente relacionada com a motilidade celular. O corpo paraxial se encontra extremamente
reduzido em espécies de tripanossomatideos que apresentam endossimbiontes (GADELHA et al.,
2005). O flagelo emerge da bolsa flagelar e se encontra ancorado a célula pelos corpos basais, os
quais estdo associados a mitocondria. A bolsa flagelar é uma invaginagdo profunda da membrana
plasmatica localizada na base do flagelo. Esta representa entre 0,4 e 3% da area da superficie
celular e especializa-se em endocitose, secrecdo de proteinas e adicdo de proteinas integrais a
membrana plasmatica da célula (revisto por LANDFEAR & IGNATUSHCHENKO, 2001). A arquitetura

celular de um tripanossomatideo pode ser observada no esquema representativo da Figura 1.
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Figura 1: Representagdo esquematica da morfologia dos tripanossomatideos
(adaptado de DOCAMPO et al., 2005).

Os tripanossomatideos sdo capazes de infectar um grande ntmero de organismos
eucarioticos, tais como aracnideos, insetos, peixes, répteis, anfibios, mamiferos, plantas e outros
protistas (WALLACE, 1966; MCGHEE & COSGROVE, 1980, VICKERMAN, 1994). Alguns destes
flagelados sdo agentes causais de doencgas importantes, como leishmanioses, tripanossomiases
humanas e de gado; outros sdo patogénicos para vegetais, revelando grande importancia médica
e econdmica (VICKERMAN, 1994). Além disso, estes microrganismos tém sido amplamente
utilizados como modelos biol6gicos em diversas areas da ciéncia; como por exemplo, em estudos
de variagdo antigénica e processamento de RNA. Alguns trabalhos tém descrito casos de
parasitoses oportunistas causadas por tripanossomatideos classicamente ndo-patogénicos em
individuos imunocomprometidos (DEDET et al., 1995; MCBRIDE et al., 1995; MILLER, 2000; REVISTO
POR CHICHARRO & ALVAR, 2003). As similaridades entre os géneros patogénicos e nao-

patogénicos que compdem esta familia também tém sido descritas, enfatizando os parasitos
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usualmente ndo-patogénicos como importantes modelos para estudos bioquimicos, imunolégicos
e moleculares dentro da familia Trypanosomatidae (TEIXEIRA et al., 1997; SANTOS et al., 2000;
DUTRA et al., 2001; BREGANO et al., 2003; NOGUEIRA DE MELO et al., 2006; D"AVILA-LEVY et al.,
2006a; revisto por SANTOS et al., 2006).

Atualmente os tripanossomatideos estdo divididos em nove géneros (Leishmania,
Trypanosoma, Endotrypanum, Herpetomonas, Leptomonas, Crithidia, Blastocrithidia, Rhynchoidomonas e
Phytomonas), com base em caracteristicas morfologicas e especificidade de hospedeiro (Fig. 2). No
entanto, estudos recentes sugerem a formacdo de trés novos géneros (Wallaceina, Strigomonas e
Angomonas) (SOUSA & CORTE-REAL, 1991; PODLIPAEV & ROKITSKAYA, 1999; BRANDAO et al., 2000;
D’AVILA-LEVY et al., 2004), o que enfatiza e reforca a necessidade de uma revisdo taxondmica

deste grupo de microrganismos (Fig. 2).

invertebrado

planta vertebrado

Crithidia
Leptomonas
Blastocrithidia
Herpetomonas
Rhynchoidomonas
Wallaceina

Leishmania
Trypanosoma
Endotrypanum

Phytomonas

Angomonas
Strigomonas

Figura 2: Relagdo espécie-hospedeiro dos tripanossomatideos. Tripanossomatideos heteroxénicos alternam
entre hospedeiros invertebrados e vertebrados (seta vermelha) ou plantas (seta verde). O ciclo de vida dos
parasitos monoxénicos ocorre exclusivamente em um hospedeiro invertebrado (seta azul escura), embora
tripanossomatideos de insetos ja tenham sido isolados de plantas e vertebrados (setas azuis claras). Os
parasitos com nome em destaque (cinza) representam os novos géneros (adaptado de SANTOS et al., 2007).

Tripanossomatideos que parasitam somente insetos durante seu ciclo de vida sdo muito
comuns e distribuidos mundialmente; estes sdo classificados como monoxénicos (Fig. 2). J4 os
tripanossomatideos que possuem hospedeiros vertebrados (mamiferos) e invertebrados podem

ser classificados como heteroxénicos; estes sao representados por trés géneros distintos. Ainda no
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grupo dos parasitos heteroxénicos se classificam os flagelados capazes de infectar um hospedeiro
invertebrado e uma planta (VICKERMAN, 1994) (Fig. 2).

Nos tripanossomatideos, a reproducao é assexuada e ocorre por divisdo binaria (MCGHEE
& COSGROVE, 1980), embora existam relatos sugerindo troca de material genético em algumas
espécies (VICKERMAN, 1990; SOUSA et al., 1997; SANTOS et al., 2000a). Durante o ciclo de vida,
devido a mudangas ambientais, os tripanossomatideos podem sofrer alteragdes morfo-
fisiologicas, apresentando-se em diferentes formas evolutivas (Fig. 3). Estas sdo caracterizadas
pela morfologia do corpo celular, presenca ou auséncia de flagelo extracelular, local de emersao
do flagelo e posicdo do complexo flagelo-bolsa flagelar-cinetoplasto em relagao ao nticleo (HOARE
& WALLACE, 1966; WALLACE, 1977; VICKERMAN, 1990, 1994; TEIXEIRA et al., 1997). Estas mudancas
morfo-fisioldgicas, que caracterizam as distintas formas evolutivas dos tripanossomatideos, sao
comumente acompanhadas por uma expressao diferenciada de moléculas. Deste modo, esta
transformacgdo é muito importante para tais parasitos, uma vez que alguns possuem em seus
ciclos de vida mudangas entre um hospedeiro invertebrado e um vertebrado ou uma planta,

fazendo-se necesséria a adaptacdo do flagelado em todos os ambientes.
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Figura 3: Formas evolutivas dos tripanossomatideos (adaptado de Sousa, 2000).

1.2) Tripanossomatideos de plantas
A descoberta de protozodarios da familia Trypanosomatidae parasitando vegetais ocorreu
em 1909, quando o pesquisador Alexandre Lafont direcionou seus estudos para o latex de plantas

laticiferas, amplamente empregadas na medicina popular, como as euforbidceas, particularmente
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a Euphorbia pilulifera. Ao estudar o latex de varias euforbiaceas, Lafont e seu técnico, Sr. David,
encontraram um protozodrio alongado, com unico flagelo, nicleo e cinetoplasto tipico; este
parasito foi identificado como Leptomonas davidi (LAFONT, 1909). Ainda em 1909, Donovan
confirmou a presenga de flagelados em E. pilulifera e sugeriu o nome Phytomonas para designar os
tripanossomatideos isolados de plantas (DONOVAN, 1909). Durantes os 18 anos seguintes a
denominacao Phytomonas foi ignorada por intimeros cientistas, que por sua vez alocavam
erroneamente os parasitos de plantas nos géneros Herpetomonas e Leptomonas. Somente em 1927
(ARAGAO, 1927) este nome foi oficialmente atribuido a um parasito flagelado associado a planta -
Phytomonas frangai. Curiosamente, esta nomenclatura foi atribuida ao parasito em homenagem a
Carlos Franca, um pesquisador fervorosamente contrario a criacdo do género Phytomonas (revisto
por CAMARGO, 1999).

GEROLD STAHEL (1931), um médico holandés, descreveu a presenca de um parasito
flagelado em vasos condutores de seiva do café; este foi o primeiro registro de um
tripanossomatideo infectando plantas nao-laticiferas, embora o autor ndo o tenha considerado um
agente patogénico (STAHEL, 1931). No entanto, alguns estudos demonstraram que a presenca dos
parasitos era capaz de provocar a necrose do floema do café (Fig. 4), uma vez que ocorriam
deposicdes de calos (calose) nos vasos condutores de seiva elaborada e reducdo das reservas de
amido. A parasitose é fatal e, quando se apresenta na fase aguda, pode levar a planta a morte em

trés meses (revisto por DOLLET, 1984).

- "
Figura 4: Exemplo ilustrativo de necrose do café. (Fonte: http:/ /www2.hawaii.edu/~coffee/).

GIBBS (1957) descreveu na Africa um tripanossomatideo capaz de parasitar exclusivamente
o tomate, identificado inicialmente como Leptomonas serpens. Apenas a partir de 1976, os
tripanossomatideos associados a plantas comecaram a ser descritos como agentes etioldgicos de

doencas vegetais. PARTHASARATHY e colaboradores descreveram no Suriname organismos
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flagelados capazes de causar doenca fatal em coqueiros (Cocos nucifera) (PARTHASARATHY, 1976).
Nos anos seguintes, tripanossomatideos do género Phytomonas também foram encontrados
associados a sindromes em coqueiros no Equador (DOLLET et al., 1979), Colombia (MARTINEZ
LOPEZ et al., 1980), Brasil (BEZERRA & DE FIGUEREDO, 1982) e Costa Rica (MCCOY et al., 1984). Estes
parasitos também estdo estreitamente relacionados a uma doenca do dendé (Elaeis giuneensis),
denominada “marchitez” ou “morte supressiva”, descoberta inicialmente em 1963 (LOPEZ et al.,
1975) (Fig. 5). Essa patogenia existe em todo o norte da América Latina, onde causa grandes
prejuizos; as perdas nas plantacdes comerciais podem comprometer até 20% das suas producdes
anuais (DOLLET, 1984). A doenca do coqueiro (hartrot) e a marchitez sopressiva sdo fatais e

tiveram seu agente etiologico descrito por MCGHEE em 1979 - Phytomonas staheli.

Figura 5: Espécies de plantas nao laticiferas (A-C) e laticiferas (D) afetadas por parasitos do género
Phytomonas: coqueiro (A), café (B), dendé (C) e mandioca (D).
(Fonte: http:/ /images.google.com.br/imghp?hl=pt-BR&tab=wi)

Quando ARAGAO (1927) descreveu a presenca de P. fran¢ai em mandioca (Fig. 5), nenhuma
sintomatologia foi associada a doenca dessa euforbidcea. Porém, em 1979, foram detectadas
planta¢des de mandioca no Brasil que apresentavam clorose das partes aéreas e atrofia das raizes;

a doenca ficou entao conhecida como “chochamento” das raizes (SILVEIRA & PEREIRA, 1983). Mais
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tarde, a sintomatologia desta doenca foi associada a presenca de flagelados no latex das plantas
(KiTAJIMA, 1986). Todavia, a correlacdo dos parasitos com a doenga descrita em mandiocas ainda
nao foi comprovada, apenas sugerida.

Os tripanossomatideos também sao capazes de infectar frutos e sementes; duas espécies ja
foram descritas e identificadas: P. serpens, isolada de tomate, (JANKEVICIUS et al., 1989) e
Phytomonas mcgheei, isolada de milho (JANKEVICIUS et al., 1993). Na verdade, flagelados podem ser
detectados em mais de 33 espécies de frutos, encontrados na Africa, Europa e Brasil; porém, tais
parasitos ainda precisam de caracterizagdo e identificagdo bioquimica e molecular mais apuradas.
Além disso, existem outros géneros de tripanossomatideos que também podem ser encontrados
em frutos (revisto por CAMARGO, 1999).

Os tripanossomatideos do género Phytomonas também sao capazes de parasitar plantas
sem causar patogenicidade aparente (CUNHA et al., 2000). Além disso, constituem excelentes
modelos biolégicos, uma vez que os parasitos enfrentam condi¢des completamente adversas
durante as etapas dos seus ciclos de vida, tendo em vista que encontram hospedeiros tao
distintos: plantas (frutos, latex, vasos condutores de seiva) e insetos (intestino, hemolinfa e
glandulas salivares) (revisto por CAMARGO, 1999). A maioria dos estudos envolvendo tais
tripanossomatideos enfoca suas caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e moleculares, embora

diversos aspectos desses estudos ainda permanecam pouco explorados.

1.3) Phytomonas serpens

GIBBS (1957) descreveu no sul da Africa um tripanossomatideo parasita exclusivo de
tomate (Lycopersicum sculentum), denominando-o Leptomonas serpens. Este foi posteriormente
reclassificado como P. serpens por PODLIPAEV (1986). JANKEVICIUS (1989) observou que duas
espécies de hemipteros fitéfagos (Phthia picta e Nezara viridula), que se alimentam em plantas,
também se alimentavam em tomates, nos quais havia sido detectada a presenca de
tripanossomatideos da espécie P. serpens. Os parasitos flagelados foram isolados tanto do tomate
maduro quanto do trato digestivo e das glandulas salivares das duas espécies de insetos citadas
anteriormente, permitindo identifica-los como vetores naturais para P. serpens.

Nos insetos, os parasitos do género Phytomonas ingeridos colonizam inicialmente sitios
intestinais, local onde ocorre a multiplicacdo. Em seguida, esta cessa e os parasitos aumentam em
didmetro e comprimento. Cerca de doze dias depois da ingestdo, os flagelados ja& podem ser

encontrados na face externa das glandulas salivares, sitio alcancado através da hemolinfa. A
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proliferacdo volta a acontecer somente nas glandulas salivares, onde sdo produzidos parasitos
menores capazes de provocar infeccado (MCGHEE & HANSON, 1964). A transmissdo ocorre quando
os insetos com as glandulas salivares infectadas se alimentam do vegetal: antes ou durante a
succdo de fluidos da planta, o inseto injeta a saliva contendo os flagelados (JANKEVICIUS et al.,
1989, 1992; CAMARGO & WALLACE, 1994). Outros insetos se infectam durante a alimentacdo em
plantas que contém parasitos (Figura 6). Os parasitos do género Phytomonas adotaram uma
estratégia de parasitismo através da qual ocupam compartimentos da planta que oferecem
condigdes favordveis para a sobrevivéncia, como os frutos, vasos condutores de seiva elaborada e

vasos laticiferos (JANKEVICIUS et al., 1988).

INSETO

Figura 6: Ciclo biol6gico de P. serpens. Nos insetos, os tripanossomatideos colonizam sitios intestinais,
onde ocorre passagem para a hemolinfa, veiculo de acesso até a face externa das glandulas salivares
(setas verdes escuras). Quando os insetos Nezara viridula (a) e Phthia picta (b) se alimentam de frutos,

ocorre transmissao do flagelado (1). Da mesma maneira, tais insetos podem ser infectados pelos
flagelados ao se alimentarem de frutos infectados (2). A transmissao também pode ocorrer de inseto
para inseto (3). (Fonte: http://images.google.com.br/imghp?hl=pt-BR&tab=wi).

Embora P. serpens ndo seja considerado um parasito classicamente patogénico, um tomate
maduro infectado por este tripanossomatideo exibe manchas circulares e amareladas na
superficie (Figura 7a), além de apresentar queda na qualidade do seu contetido, possivelmente
por acdo do metabolismo energético dos parasitos. Esses danos, caracteristicos de processos

patogeénicos para o vegetal, tornam o fruto menos atrativo para o consumidor. Tomates ainda
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verdes, folhas, flores e caule ndo sdo infectados, restringindo os danos aos frutos maduros

(FIORINI et al., 1993).

Figura 7: Tomate infectado (a) e ndo infectado (b) por P. serpens. As setas indicam os danos provocados no
fruto por conseqiiéncia do metabolismo celular dos flagelados. (Fonte:
http:/ /images.inimagine.com/img/foodcollection)

Além dos fatores ja discutidos acima, P. serpens representa uma ferramenta importante
para estudos bioquimicos e moleculares (CARVALHO et al., 1993; TEIXEIRA ef al., 1995; VERMELHO et
al., 2003; PAPPAS et al., 2005) e se apresenta como excelente modelo biolégico de estudo por
expressar moléculas similares as descritas em tripanossomatideos patogénicos para humanos.
BREGANO e colaboradores (2003) demonstraram que P. serpens apresenta antigenos semelhantes
aos do Trypanosoma cruzi, que foram fortemente reconhecidos pelo soro de pacientes com doenca
de Chagas. Paralelamente, foi demonstrado que esses parasitos de plantas sdo capazes de induzir
imunidade protetora em camundongos BALB/c. P. serpens também expressa polipeptideos
semelhantes a gp63 (leishmanolisina) (D"AVILA-LEVY et al., 2006b; SANTOS et al., 2006), principal
metalopeptidase de superficie de Leishmania spp. (revisto por Yao et al., 2002). Embora nenhuma
atividade de metalopeptidase associada a célula tenha sido detectada em P. serpens, estes
parasitos apresentam polipeptideos de 63-52 kDa reconhecidos por anticorpo contra a
leishmanolisina de L. amazonensis (D"AVILA-LEVY et al., 2006b). Assim como nos flagelados do
género Leishmania, a localizacdo dessa molécula estd majoritariamente direcionada a membrana
plasmatica (D"AVILA-LEVY et al., 2006b; SANTOS et al., 2006). Os tripanossomatideos do género
Phytomonas também podem ser de grande valor no estudo dos eventos envolvidos em processos

de interacdo de parasitos flagelados com insetos vetores.
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1.4) Peptidases

As proteases, peptidases ou peptido-hidrolases (E.C. 3.4) sdo enzimas hidroliticas capazes
de clivar ligagdes peptidicas em proteinas ou fragmentos protéicos (BARRETT, RAWLINGS &
O’BRIEN, 2001) (Fig. 8). Estas podem ser encontradas em vérios organismos, desde virus até

humanos, catalisando um amplo espectro de reacdes bioldgicas importantes (MCKERROW, 1989).

Ligacao peptidase — substrato

Estrutura tercidria

Mecanismo de acéo

oV Y
Y. WY, ..
oW
_ _ B
Sitio Ativo

Sftio catalitico

Sy S slis'g s, 8

Peptidase
Proteina

.—.—. .—.—F Produto de clivagem

Py P2 P Py P Py

Figura 8: (A) Esquema geral da ligacao do substrato (rosa) ao sitio ativo de uma peptidase (vermelho). (B)
Mecanismo de acdo de uma peptidase (cinza) ap6s ligagdo do substrato (verde) e conseqtiente formacao do
produto (azul, laranja). (C) Ligacdo dos aminoacidos do sitio ativo da peptidase (5'1-S3) aos aminoacidos
especificos do substrato (P'1-P3). (D) Exemplo ilustrativo da estrutura tercidria de uma enzima, com sitio
ativo evidenciado. Fontes: Adaptado de BOND & BUTLER (1987) e MEROPS database
(http:/ /www.merops.sanger.ac.uk).

Atualmente trés critérios sao utilizados para a classificacdo dessas enzimas (BARRETT, 1994,
1995; RAO et al., 1998; BARRETT ef al., 2001, 2003, RAWLINGS et al., 2004a), conforme sumarizado a

seguir:
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a) O tipo de reacao catalisada
As peptidases podem ser classificadas como endopeptidases (E.C. 3.4.21-99) ou
exopeptidases (E.C. 3.4.11-19), de acordo com o local da hidrélise na cadeia polipeptidica. As
primeiras sdo capazes de clivar ligacdes peptidicas no interior das cadeias, sendo também
denominadas de proteinases. As dultimas clivam as ligacdes peptidicas localizadas nas
extremidades das cadeias. Caso a hidrdlise ocorra no terminal amino, a peptidase é denominada
aminopeptidase; caso a hidrélise ocorra no terminal carboxi, a peptidase passa a ser denominada

carboxipeptidase (Fig. 9) (MCDONALD, 1985; BARRETT, 1986).

b) A natureza quimica do sitio catalitico
Essa classificagdo é baseada nos grupamentos quimicos que se localizam no sitio ativo das
peptidases. A partir destes, sdo determinadas seis subclasses principais: cisteina, serina, metalo,
treonina, aspértico e glutamico peptidases (Fig. 9). Algumas enzimas ndo se encaixam nessas
subclasses e formam o grupo 3.4.99, de mecanismo catalitico desconhecido (NORTH, 1982; revisto

por MCKERROW et al., 1993; revisto por BARRETT, RAWLINGS & O'BRIEN, 2001).

Proteases

RN

exopeptidases endopeptidases
aminopeptidases 113-#-0-0-0-0-0- 100H serina peptidase
dipeptidil peptidases 11;-e-e-e-0-0-c- COCE cisteina pepm.iase
o . aspdrtico peptidase
tripeptidil peptidases 1-=-®-®-0-0-0- COOH metalo peptidase
carboxipeptidases 11H0-0-0-0--9-CO0H ghttaf.mco P epf;dase
treonina peptidase
peptidil dipeptidases Niyo-0-0-0-9-0-COOH
dipeptidases NH -®-8-COOH NH,~0-O-@-8-0-0- CO0H

Figura 9: Esquema da classificagao das peptidases quanto ao tipo de reagdo catalisada e a natureza
quimica do sitio ativo (adaptado de BOND & BUTLER, 1987).
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As serina peptidases sdo caracterizadas pela presenca de um grupamento serina no seu
sitio ativo, do qual a hidroxila se responsabiliza pela ligacdo e catalise do substrato. Estas enzimas
podem ser do tipo endo ou exopeptidases e sdo encontradas em diversos sistemas biol6gicos,
como virus, bactérias e eucariotos, sugerindo importancia vital para estes organismos (BARRETT,
1994). As enzimas pertencentes a subclasse das aspartico peptidases sdo comumente conhecidas
como peptidases acidas; estas sdo endopeptidases que dependem de residuos de acido aspartico
para estabelecer atividade catalitica (SIELECKI et al., 1991). As cisteina peptidases ocorrem em
procariotos e eucariotos e sua atividade depende de uma diade catalitica representada por uma
cisteina e uma histidina. O grupamento tiol do aminoéacido cisteina esta presente no sitio ativo da
enzima, sendo responsavel por ligacdo e catdlise do substrato especifico (BARRETT, 1994). As
metalopeptidases representam o grupo mais diverso entre as peptidases cataliticas (BARRETT,
1995); exigem presenca de um metal divalente, comumente o zinco, para que estabelecam
atividade catalitica. Estas incluem enzimas de uma grande variedade de organismos, desde
organismos superiores (colagenase de mamiferos) a bactérias (toxinas hemorragicas) (HIBBS et al.,

1985).

c) As rela¢oes evolutivas relacionadas com aspectos estruturais

A sequiéncia de aminoacidos das peptidases permite analisar as relacdes evolutivas
existente entre estas; a identificacdo de similaridades estruturais reflete importantes correlacdes
entre mecanismos cataliticos e outras propriedades (BARRETT, 1994). Através dessas andlises
comparativas, é possivel determinar similaridades funcionais e estruturais entre peptidases

desconhecidas e outras bem caracterizadas, como tripsina, pepsina, dentre outras.

Atualmente, o sistema MEROPS (http://www.merops.sanger.ac.uk) é sugerido para
classificagdo das peptidases. Este sistema indica a classificagdo de determinada enzima
proteolitica com base na sua estrutura e perfil de inibigdo. De acordo com este novo modelo, as
peptidases sdo agrupadas em familias com base na homologia da seqiiéncia de aminoécidos.
Familias que apresentam origens evolucionarias similares sdo organizadas em clas, classificacao
realizada de acordo com a estrutura tercidria das enzimas que compdem tais familias (RAWLINGS
& BARRETT 2000; BARRETT et al., 2001, RAWLINGS et al., 2002, 2004a, 2004b). Para que determinada
peptidase seja alocada em uma familia, esta deve apresentar similaridade com a seqiiéncia de

aminodcidos da unidade de peptidase (parte da enzima responsavel pela atividade de hidrolase)
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da enzima representativa daquela familia. As familias sdo representadas por uma letra, que indica
o tipo de mecanismo catalitico, e um namero, adicionado seqiiencialmente. O agrupamento das
familias em clas reflete similaridades na estrutura secunddria, terciaria e na seqiiéncia de
aminodcidos cataliticos. O cla é representado por duas letras: a primeira indica o tipo de
mecanismo catalitico e a segunda é adicionada seqiiencialmente. As letras usadas sdao A’
(aspartico), ‘C’ (cisteina), ‘M’ (metalo), ‘S" (serina), ‘T" (treonina) ou ‘U’ (tipo desconhecido)

(BARRETT, RAWLINGS & O’BRIEN, 2001).

1.5) Peptidases em tripanossomatideos

Os estudos de peptidases produzidas por tripanosomas e leishmanias, assim como em
outros protozoarios da familia Trypanosomatidae, tém recebido atencdo especial nos altimos
anos, uma vez que estas enzimas sao relevantes em diversos aspectos da relagdo parasito-
hospedeiro e tém papel essencial na nutricdo destes parasitos (revisto por MCKERROW et al., 1993;
CAZzZULO et al., 1997, SAJID & MCKERROW, 2002). Em relagdo aos tripanossomatideos, as
peptidases mais comumente encontradas e que receberam maior atengdo estdo relacionadas as
classes das metalo- e cisteina peptidases, assunto que serd explorado nos subitens seguintes
(MCKERROW et al., 1993; BRANQUINHA et al., 1996, CAZZULO et al., 1997; YAO et al., 2002; SANTOS et
al., 2005; revisado por SANTOS et al., 2006).

As peptidases dos parasitos sao de consideravel interesse para pesquisa porque podem
proporcionar informagdes sobre a bioquimica e biologia destes, assim como esclarecer alguns
aspectos da interacdo parasito-hospedeiro e da patogenicidade de inimeros organismos. Desta
forma, essas enzimas podem ser alvos potenciais para desenvolvimento de agentes
quimioterapicos, podem ser utilizadas na produgdo de vacinas, bem como na produgdo de

reagentes diagnosticos e em processos industriais (revisto por MCKERROW, 1999).

1.5.1) Metalopeptidases

As metalopeptidases sdao enzimas amplamente detectadas em diferentes espécies de
tripanossomatideos (BRANQUINHA et al., 1996; SANTOS et al. 2006, 2007). A peptidase pertencente a
essa classe melhor caracterizada na familia Trypanosomatidae é uma glicoproteina de 60-65 kDa
expressa pelas formas promastigotas das espécies de Leishmania, denominada gp63,
leishmanolisina, PSP (proteina de superficie de promastigosta) ou MSP (principal peptidase de

superficie) (ETGES, BOUVIER & BORDIER, 1987). Essa glicoproteina também pode ser encontrada
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nas formas amastigotas, porém em niveis reduzidos de expressao (MEDINA-ACOSTA et al., 1993). A
gp63 é ancorada a membrana plasmatica via glicosilfosfatidilinositol (GPI) e pode mediar a
ligacdo das formas promastigotas de Leishmania a superficie do macréfago presente no hospedeiro
mamifero (CHANG & CHANG, 1986; RUSSEL, 1987), sendo entdo essencial para o ciclo de vida do
parasito, assim como para a sua patogenicidade. Receptores celulares como MAC-1 e receptor
para fibronectina sdo reconhecidos pela molécula de gp63 e sdo importantes para a ligacdo
parasito-macrofago (revisto por MAUEL, 1996). Outras funcdes sdo atribuidas a gp63, tais como:
inativagdo de moléculas do sistema complemento do hospedeiro (JOSHI et al., 1998; CHEN et al.,
2000), aumento da internalizacdo da Leishmania por macréfagos (BRITTINGHAM et al., 1999),
protecdo contra degradacdo intracelular no fagolisossoma (revisto por MAUEL, 1996) e clivagem
do fibrinogénio (MCGWIRE et al., 2003). A capacidade de hidrolisar proteinas de matriz
extracelular é importante, pois indica que a atividade proteolitica atribuida a gp63 esta
diretamente ligada a invasao e disseminacao do parasito no hospedeiro vertebrado (MCGWIRE et
al., 2003). Embora a gp63 seja uma molécula bem caracterizada, seu papel no ciclo de vida do
parasito durante a colonizagdo do inseto hospedeiro permanece indeterminado. JOSHI e
colaboradores (2002) descreveram que a auséncia da gp63 (cepa nocaute para os genes da gp63)
em L. major ndo era capaz de impedir a colonizacdo do intestino do hospedeiro invertebrado
(Phlebotomus dubosqui) por formas promastigotas do parasito. Por outro lado, HAJMOVA e
colaboradores (2004) descreveram a importdncia da molécula gp63 para os estdgios iniciais da
colonizacgdo do inseto vetor (Lutzomyia longipalpis) por L. amazonensis. Desta maneira, a molécula
de gp63 pode apresentar diferentes funcdes para as duas espécies de Leishmania em questdo, nas
suas relagdes com os respectivos hospedeiros invertebrados.

O primeiro estudo referente a identificacio de moléculas similares a gp63 em
tripanossomatideos inferiores foi realizado por ETGES em 1992, utilizando-se Crithidia fasciculata e
Herpetomonas samuelpessoai. A presenca destas metalopeptidases conservadas indica possivel
fungdo também para a sobrevivéncia destes parasitos no trato digestivo dos seus insetos vetores.
Entre a molécula de gp63 encontrada em H. samuelpessoai e a gp63 de Leishmania existem diversas
similaridades descritas, tais como presenca da ancora de GPI, sensibilidade ao inibidor
proteolitico 1,10-fenantrolina, localizagdo tanto na superficie celular quanto no contetdo
citoplasmatico, dentre outras (SCHNEIDER & GLASER, 1993). Além das similaridades bioquimicas ja
citadas, as moléculas de gp63 existentes em Leishmania e H. samuelpessoai também apresentam
semelhancas imunolégicas, uma vez que o anticorpo policlonal contra a gp63 de L. amazonensis é

capaz de reconhecer epitopos na molécula gp63-like de H. samuelpessoai através de Western
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blotting (ELIAS et al., 2006). Ensaios de imunofluorescéncia e citometria de fluxo corroboram estes
dados (ELIAS et al., 2006). Em estudos posteriores, homélogos de leishmanolisina foram descritos
em outros tripanossomatideos inferiores: Blastocrithidia culicis (SANTOS et al., 2001, D" AVILA-LEVY
et al., 2005), Crithidia deanei (D’AVILA-LEVY et al.,, 2003, 2006a, 2006b), Crithidia guilhermei
(BRANQUINHA et al., 1996, NOGUEIRA DE MELO et al., 2001; D’AVILA-LEVY et al., 2006a), Crithidia
lucilae (BRANQUINHA et al., 1996; JAFFE & DWYER, 2003), Herpetomonas megaseliae (NOGUEIRA DE
MELO et al., 2006), Leptomonas seymouri (JAFFE & DWYER, 2003; SANTOS et al., 2005), Leptomonas
collosoma, Leptomonas wallacei, Leptomonas samueli (PEREIRA et al., 2009) Phytomonas frangai
(ALMEIDA et al., 2003; D’AVILA-LEVY et al., 2006a) e P. serpens (VERMELHO et al., 2003; D" AVILA-
LEVY et al., 2006b; SANTOS et al., 2006).

Homologos da gp63 ja foram descritos também em T. cruzi (CUEVAS et al., 2003) e T. brucei
(LACOUNT et al., 2003). No T. cruzi, os homologos da gp63 possivelmente desempenham um papel
na interagdo com a célula hospedeira (CUEVAS et al., 2003). Ja no T. brucei, o homélogo da gp63
(TbMSP-B) atua em conjunto com uma fosfolipase C especifica para GPI (GPI-PLC) de origem
enddgena para a liberagdo da glicoproteina varidvel de superficie (VSG) das formas sanguineas
deste protozoario, o que contribui para sua evasdo do sistema imune do hospedeiro (LACOUNT et
al., 2003). Os estudos sobre as peptidases sintetizadas por tripanossomatideos monoxénicos e
tripanossomatideos de plantas sdo de grande importancia, pois revelam similaridades com
peptidases de tripanossomatideos superiores (heteroxénicos), o que pode refletir relacdes

filogenéticas entre os mesmos.

1.5.2) Cisteina peptidases

As cisteina peptidases ja4 foram detectadas em muitas espécies da familia
Trypanosomatidae e representam moléculas importantes para o ciclo de vida dos parasitos desta
familia, uma vez que estdo envolvidas em processos como nutricio (ROSENTHAL, 1999),
degradagao de proteinas do hospedeiro (revisto por MOTTRAM, COOMBS & ALEXANDER, 2004) e
neutralizacdo da resposta imune (ALEXANDER et al., 1998). Em Leishmania, as cisteina peptidases
sdo essenciais em etapas do ciclo celular como a diferenciacdo (promastigota->amastigota) e
metaciclogénese (promastigota prociclico>promastigota metaciclico) (BATES, ROBERTSON &
COOMBS, 1994; ALFIERI, BALANCO & PRAL, 1995); além disso, representam importante fator de
viruléncia, pois a delecdo dos genes que as codificam leva a uma significante reducdo na

infectividade de camundongos BALB/c (MOTTRAM et al., 1996). Em T. cruzi, a principal cisteina
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peptidase é denominada cruzipaina (CAZZULO et al., 1990). A principal enzima lisossomal do T.
brucei também é uma cisteina peptidase (RUSSO et al., 1994), denominada tripanopaina, e esta
envolvida em diversos processos importantes para o ciclo de vida e patogénese deste parasito,
tais como: protedlise catabolica, degradacdo de anticorpos responsdveis pelo processo de
opsonizacdo e degradacdo de proteinas do hospedeiro (MBAWA et al., 1991, AUTHIE et al., 1993,
RUSSO et al., 1994). As cisteina peptidases de Leishmania, T. cruzi e T. brucei apresentam

similaridades ja descritas, sugerindo ancestralidade comum (revisto por CAZZULO et al., 1997).

1.5.3) Cruzipaina

A principal cisteina peptidase do T. cruzi é uma glicoproteina monomérica de
aproximadamente 36,3 kDa pertencente a familia das papainas e denominada cruzipaina. Esta
enzima também pode ser identificada como gp57/51, uma vez que apresenta em sua composicao
uma porcao glicidica rica em manose (10%). A atividade proteolitica ocorre através da acdo de
uma triade catalitica formada por um residuo de cisteina (147), um de histidina (284) e um de

asparagina (304) (Fig. 10) (CAZZULO et al., 1990, CAMPETELLA et al., 1992).

Sitio ativo

Figura 10: Estrutura terciaria da cruzipaina. Os residuos cataliticos estdo representados por cisteina em

amarelo, histidina em roxo e asparagina em rosa. (Fonte: http://merops.sanger.ac.uk)
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A cruzipaina é expressa de forma diferencial em todos os estagios do ciclo de vida do
parasito: em epimastigotas sua atividade proteolitica pode ser detectada em maior quantidade,
até cem vezes mais, quando comparada as outras formas evolutivas (MURTA et al., 1990, CAZZULO
et al, 2001). Embora seja encontrada majoritariamente nos reservossomos (estrutura
citoplasmatica da via endocitica) do T. cruzi, esta peptidase pode ser detectada em outros
compartimentos intracelulares, como na bolsa flagelar, bem como na membrana plasmaética dos
parasitos (SOUTO-PADRON et al., 1990). Ensaios imunocitoquimicos revelam que os estagios
celulares também apresentam expressdo diferencial da cruzipaina de superficie: esta é detectada
em maior quantidade nas formas amastigotas (NASCIMENTO & SOUZA, 1996). FRESNO e
colaboradores (1994) descreveram a possivel ligacao de cisteina peptidases a superficie de T. cruzi
via ancora de GPI; entre tais cisteina peptidases, a cruzipaina estaria incluida. Poucos anos
depois, esta hipdtese foi corroborada em ensaios de localizagdo de alta resolugdo: os sitios
antigénicos da cruzipaina ndo estdo associados a particulas intramembranares. Além disso, o
tratamento de parasitos com PLC reduz a ligacdo do anticorpo anti-cruzipaina a moléculas na
superficie do T. cruzi (NASCIMENTO & SOUZA, 1996). Em adigdo a sua ampla localiza¢do na célula
do parasito, moléculas de cruzipaina sdo também secretadas em uma forma cataliticamente ativa
para o meio extracelular (YOKOAMA-YASUNAKA et al., 1994).

Anédlise do DNA gendémico dos tripanossomas revela que a cruzipaina é codificada por
genes que podem se localizar em até quatro cromossomos, o que explica a microdiversidade
existente entre as isoformas desta enzima (STOKA et al., 1995). Além disso, estas andlises também
permitiram concluir que sua sintese ocorre na forma inicial de pré-pro-enzima, o que significa que
esta sofre processamento pés-traducional até se apresentar como enzima madura (CAMPETELLA et
al., 1992), corroborando a diversidade interna desta peptidase.

A cruzipaina é altamente imunogénica, sendo reconhecida por anticorpos presentes em
soro de pacientes com doenca de Chagas (SCHARFSTEIN et al., 1986). A porgdo C-terminal desta
enzima representa a regido mais antigénica, sendo diretamente reconhecida por anticorpos
presentes no soro de pacientes ou de camundongos imunizados. Conseqiientemente, uma vez
que o sitio catalitico da cruzipaina fica livre da ligacdo com o anticorpo, os imuno-complexos
continuam enzimaticamente ativos (MARTINEZ et al., 1993), o que pode representar uma
adaptacdo evolutiva do T. cruzi para proteger sua maquinaria essencial de sobrevivéncia.

Esta cisteina peptidase desempenha varias fun¢des importantes para o ciclo de vida e
patogenicidade do T. cruzi, tais como: nutricdo do parasito - uma vez que é a principal enzima

lisossomal, penetracdo das formas tripomastigotas nas células hospedeiras, diferenciagdo celular e
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escape do sistema imune. A cruzipaina é capaz de degradar a imunoglobulina G e inativar
componentes responsaveis por disparar a cascata do sistema complemento (revisto por CAZZULO
et al., 1997). Desta maneira, a cruzipaina apresenta grande relevancia biolégica para o T. cruzi.
Além disto, esta enzima parece ser conservada evolutivamente: de maneira semelhante a
leishmanolisina, homologos da cruzipaina também ja foram descritos em alguns
tripanossomatideos inferiores, tais como B. culicis e P. serpens (D’ AVILA-LEVY et al., 2005; SANTOS et
al., 2006, 2007).

1.6) Peptidases em P. serpens

Vérias enzimas soltveis sdo secretadas por tripanossomatideos para o meio extracelular;
algumas destas estdao diretamente relacionadas a degradacdo de substratos e conseqiiente
nutricdo dos parasitos (CLAYTON et al., 1995). Em P. serpens, a secrecdo diferencial de moléculas
representa uma caracteristica extremamente importante, pois este microrganismo heteroxénico
encontra distintos ambientes durante seu ciclo de vida e deve se adaptar a estas condigdes
adversas. VERMELHO e colaboradores (2003) caracterizaram metalopeptidases secretadas por P.
serpens, com massas moleculares de aproximadamente 70, 90 e 94 kDa, proteoliticamente ativas
em pH acidico. Estas sdo liberadas para o meio extracelular preferencialmente durante a fase
estaciondria de crescimento e sdo capazes de clivar ativamente a gelatina, enquanto nao
hidrolisam soro albumina bovina e hemoglobina (VERMELHO et al., 2003). A fungdo fisiologica
desempenhada por tais enzimas ainda ndo foi amplamente estudada. A propagacdo dos
flagelados de plantas nos insetos hospedeiros exige a utilizacdo de aminodcidos como fonte de
energia, uma vez que o ciclo de Krebs estd inativo e agticares ndo sao abundantes em tais insetos
(SANCHEZ-MORENO et al., 1992). Deste modo, as metalopeptidases ativamente liberadas pelo
parasito podem estar possivelmente relacionadas a degradacdo de proteinas para obtengdo de
aminodacidos com fins nutricionais (VERMELHO et al., 2003).

Embora P. serpens seja capaz de liberar metalopeptidases para o meio extracelular,
nenhuma atividade proteolitica desta classe foi detectada quando extratos celulares foram
analisados através de SDS-PAGE contendo gelatina como substrato (D’AVILA-LEVY et al., 2006;
SANTOS et al., 2006). Curiosamente, ainda que nenhuma atividade proteolitica associada a célula
tenha sido detectada, dois polipeptideos celulares com massas moleculares de 52 e 63 kDa foram
reconhecidos por anticorpos anti-gp63 de Leishmania. O anticorpo anti-gp63 também foi capaz de

reconhecer um polipeptideo de 60 kDa associado a membrana de P. serpens. Este polipeptideo
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estd ligado a superficie do parasito via uma ancora de GPI e pode ser liberado para o meio
extracelular (D’AVILA-LEVY et al., 2006). A localizagdo de moléculas gp63-like na superficie de P.
serpens foi confirmada através de ensaios de aglutinacdo, citometria de fluxo e microscopia de
fluorescéncia (D’AVILA-LEVY et al.,, 2006, SANTOS et al., 2006, 2007). A importancia destas
moléculas em processos de interagdo P. serpens-hospedeiro invertebrado tem sido fortemente
sugerida. Em ensaios experimentais com Oncopeltus fasciatus, um inseto fitéfago usado como
modelo experimental, observou-se que o bloqueio de tais polipeptideos reduziu
significativamente a capacidade dos parasitos em aderir as glandulas salivares deste inseto
(D"AVILA-LEVY et al., 2006).

SANTOS e colaboradores (2006) descreveram a presenca de duas cisteina peptidases em
promastigotas de P. serpens. Estas enzimas apresentam massas moleculares aparentes de 38 e 40
kDa, sdo ativas em pH acidico e estdo localizadas majoritariamente em compartimentos
citoplasmaticos. Através de ensaios de citometria de fluxo e imunocitoquimica, a peptidase de 40
kDa também foi identificada na superficie do parasito. A importancia biologica destas enzimas foi
investigada: inibidores especificos de cisteina peptidases foram capazes de bloquear a
proliferacdo celular de P. serpens e induziram alteracdes morfoldgicas nas células do parasito,
como reducdo de volume citoplasmdtico e principalmente “shedding” de fragmentos de
membrana celular. Além disso, estes inibidores e anticorpos contra a cruzipaina de T. cruzi foram
capazes de bloquear, de forma significante, a adesao de P. serpens as glandulas salivares de O.
fasciatus, sugerindo participagdo importante desta classe de enzima na interacdo parasito-

hospedeiro invertebrado (SANTOS et al., 2006).
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2) OBJETIVOS

2.1) Objetivo Geral

Analisar a producao de cisteina peptidases em P. serpens, com énfase na similaridade destas

com a cruzipaina expressa por T. cruzi.
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2.2) Objetivos especificos

PARTE I: Identificacao e caracterizacdao de atividade proteolitica associada as células

de Phytomonas serpens

>

Verificar a influéncia de diferentes meios de cultura na producdo de polipeptideos e
peptidases por células de P. serpens;

Estudar algumas propriedades bioquimicas das cisteina peptidases produzidas por estes
parasitos em resposta a condigdes controladas, tais como: variagdes de pH, dependéncia
de agentes redutores, sensibilidade a diferentes inibidores proteoliticos e capacidade de
hidrolisar diferentes substratos protéicos;

Avaliar a possivel associacdo das cisteina peptidases de P. serpens com a membrana

plasmatica.

PARTE II: Reatividade cruzada entre a cisteina peptidase de P. serpens e a

vV V V V

cruzipaina de T. cruzi
Estudar os niveis de expressdao de homoélogos de cruzipaina através de técnicas soroldgicas

ap0s incubacgdo de P. serpens com diferentes substratos protéicos.

PARTE III: Liberagdo de peptidases por P. serpens

Estudar a possivel secrecao de cisteina peptidases por P. serpens;
Avaliar a modulagdo da atividade secretéria por diferentes substratos protéicos;
Investigar a degradagdo de substratos protéicos pelo sobrenadante de P. serpens.

Investigar a reatividade cruzada das moléculas secretadas com a cruzipaina.

PARTE IV: Interacao in vitro entre P. serpens e tomates da espécie Solanum

lycopersicum
Avaliar a expressdo de proteinas e peptidases sintetizadas por este parasito quando
cultivado em extrato natural de tomate, com énfase na expressdo de homologos de
cruzipaina;

Estudar a expressao de homologos de cruzipaina ap6s infeccao de tomates in vitro.



Material e

Métodos
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3) MATERIAL E METODOS

»  PARTE I: Identificagio e caracterizagio de atividade proteolitica associada as

células de P. serpens

3.1) Microrganismos

No presente trabalho foram utilizados parasitos da espécie Phytomonas serpens (isolado 9T,
CT-10C-189), cedidos pela Dr. Maria Auxiliadora de Sousa (Colecao de Tripanossomatideos,
Fundagao Oswaldo Cruz - R]), e parasitos da espécie Trypanosoma cruzi (cepa Y), cedidos pela

Profa. Thais Souto-Padrén (Departamento de Microbiologia Geral - IMPPG - UFRY]).

3.2) Manutencao e in6culo dos parasitos

Parasitos da espécie P. serpens foram mantidos através de repiques semanais em meio
infusdo de cérebro e coragdo (BHI a 3,5 g/L, caseina a 10 g/L, peptona a 12 g/L, extrato de
levedura a 2 g/L, dextrose a 2 g/L e cloreto de sédio a 2 g/L), suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB). As células foram crescidas a 26°C por 48 h em tubos contendo 5 mL de meio e
estocadas a 4°C. Parasitos da espécie T. cruzi foram mantidos em tubos contendo 5 mL de meio
LIT (KCla 0,4 g/L, NaCl a4 g/L, NaHPOsa 8 g/L, glucose a 2 g/L, triptona a 5 g/L, infusdo de
figado a 5 g/L e extrato de levedura a 15 g/L) suplementado com 10% SFB e utilizados como

controle nos experimentos de similaridade dos peptideos de P. serpens com a cruzipaina.

3.3) Cultivo dos parasitos

Inicialmente, os parasitos da espécie P. serpens foram cultivados em quatro diferentes
meios: LIT, BHI, extrato de levedura (EL - extrato de levedura a 5 g/L e cloreto de s6dio a 5 g/L)
e Warren modificado (infusdo de cérebro e coragdo a 37 g/L, acido félico a 10 pg/L e hemina a 1
mg/L) por 24 a 96 h a 26°C. Em todos os ensaios seguintes, o meio de cultivo utilizado foi o BHI,

como citado no item 3.2.

3.4) Contagem do namero de células e avaliacao da viabilidade celular
O nuamero de células obtido ap6s cultivo nos diferentes meios foi estimado através de

contagem em camara hemocitométrica de Neubauer (Neubauer Improved Chamber), para
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construcdo da curva de crescimento. A viabilidade celular dos parasitos foi monitorada, quando
necessario, através da visualizacdo de mobilidade (microscopia 6ptica) e observacdo da auséncia
de malato desidrogenase, uma enzima exclusivamente intracelular, no sobrenadante de cultivo

(THOMPSON et al., 1998).

3.5) Manutencao de Oncopeltus fasciatus

Insetos adultos (Oncopeltus fasciatus, Hemiptera: Lygaeidae) foram gentilmente cedidos
pela Dr. Patricia Azambuja Penna (Instituto Oswaldo Cruz, Rio de janeiro, Brasil). Os insetos
foram mantidos a temperatura ambiente em potes plasticos e alimentados com sementes de
girassol e agua destilada (Romeiro et al., 2003). As glandulas salivares foram cuidadosamente
dissecadas, lavadas trés vezes em tampao salina-fosfato gelado (PBS; NaCl 150 mM, tampao

fosfato 20 mM, pH 7.2) e imediatamente utilizadas para os experimentos.

3.6) Obtencao dos extratos celulares totais

As células de P. serpens crescidas nos diferentes meios de cultura foram coletadas nas fases
logaritmica e estacionaria de crescimento, através de centrifugacdo a 500g a 4°C por 5 min. Os
sedimentos, correspondentes as células, foram lavados trés vezes em PBS gelado. Para anélise
eletroforética, as células foram ressuspensas em agua, adicionadas de 1% de dodecil sulfato de
sodio (SDS) e submetidas a trés ciclos de 1 min no gelo e 30 seg no voértex. Apods, os lisados
celulares foram centrifugados a 1.500¢ a 4°C por 15 min, obtendo-se assim os extratos protéicos

totais.

3.7) Particao de proteinas de membrana com Triton X-114

Parasitos (1x108 células) foram coletados por centrifugagdo ap6s crescimento durante 48 h
em meio BHI e, em seguida, foram submetidos a extracdo das proteinas associadas a membrana
utilizando-se 2% Triton X-114 em TBS (Tris 10 mM; NaCl 190 mM, pH 7,5) como previamente
descrito por BORDIER (1981). Apés adicao do detergente, foram realizados cinco ciclos de vortex (1
min) e gelo (15 min); em seguida a solugao foi deixada em repouso por 1 h em gelo. A mistura foi
centrifugada a 7.000g por 15 min. O sobrenadante obtido foi incubado por 30 min a 37°C e, em
seguida, centrifugado por 3.000g por 20 min, obtendo-se dessa maneira duas fases: a fase superior
(hidrofilica), lavada trés vezes com Triton X-114 a 5% e a fase inferior (hidrofébica), lavada trés

vezes com tampao Tris-HCl, pH 7,4.
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3.8) Quantificacao quimica de proteinas
A concentragdio de proteinas foi analisada pelo método descrito por LOWRY e

colaboradores (1951), utilizando-se soro albumina bovina (BSA) como padrao.

3.9) Anilise do perfil de proteinas por SDS-PAGE

Para andlise das proteinas, aliquotas dos extratos celulares, equivalentes a 50 pg, foram
adicionadas de tampao de amostra (Tris-HCI 62 mM, pH 6,8, SDS 2%, glicerol 25%, azul de
bromofenol 0,01% e B-mercaptoetanol 1 mM), aquecidas a 100°C por 5 min e aplicadas em SDS-
PAGE a 12%, contendo gel de empacotamento a 3%, de acordo com o sistema descrito por
LAEMMLI (1970). A eletroforese foi processada a 120 V/60 mA, a 4°C. As proteinas foram
reveladas através da coloracdo com 0,2% de Coomassie brilliant blue R-250 em metanol:acido
acético:agua (50:10:40). As massas moleculares dos polipeptideos foram estimadas através da

comparacao da migracdo destes com a de proteinas padrao (GIBCO BRL SDS-PAGE standards).

3.10) Analise do perfil de peptidases celulares

Para analise qualitativa das peptidases celulares de P. serpens, foi realizada uma
eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% com 0,1% de gelatina co-polimerizada. Aliquotas dos
extratos celulares, equivalentes a 50 pg, foram adicionadas de tampao de amostra (Tris 125 mM,
pH 6,8; SDS 4%; glicerol 20% e azul de bromofenol 0,002%) em condi¢des semi-desnaturantes. A
eletroforese foi processada a 120 V/60 mA, a 4°C. Ao fim da corrida eletroforética, os géis foram
lavados por 1 h com Triton X-100 1% para que o excesso de SDS fosse removido. Em seguida, foi
realizada a incubagdo do gel por 48 h a 37°C em tampao de protedlise: fosfato de s6dio 50 mM,
pH 5,0, suplementado com ditiotreitol (DTT) 2 mM. Finalmente os géis foram corados com
Coomassie brilliant blue R-250 e descorados em uma solu¢do contendo metanol-acido acético-
agua (50:10:40). As massas moleculares das peptidases foram estimadas através da comparagao
da migracdo destes com a de proteinas padrao (GIBCO BRL SDS-PAGE standards) (SANTOS et al.,
1999) Os géis foram fotografados para andlise densitométrica através do software Kodak Digital

Science EDAS 120 (ELIAS et al., 2006).

3.11) Efeito do pH, inibidores proteoliticos e agentes redutores na atividade

catalitica
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Nestes experimentos a atividade proteolitica associada as células de P. serpens foi avaliada
através do ensaio descrito no item 3.10. O efeito do pH foi determinado incubando-se o gel a 37°C
por 48 h nos seguintes sistemas tampdes: citrato de s6dio 10 mM (pH 2,0-4,0), fosfato 50 mM (pH
5,0-8,0) e glicina-NaOH 20 mM (pH 9,0-10,0). Todos os sistemas tampdes foram suplementados
com 2 mM DTT. Para determinacado da classe enzimatica das peptidases estudadas, os géis foram
incubados em tampao fosfato, pH 5,0, suplementado com DTT 2 mM, na presenca e auséncia dos
seguintes inibidores proteoliticos: E-64 (1 pM), leupeptina (1 pM), cistatina (1 pM), PMSF (1 mM),
1,10-fenantrolina (1 mM) e pepstatina A (1 pM). Além disso, a influéncia de diferentes agentes
redutores na atividade proteolitica também foi avaliada através de SDS-PAGE-gelatina; os géis
foram incubados em tampdao fosfato, pH 5,0, na presenca e auséncia dos seguintes agentes

redutores a 2 mM: DTT, L-cisteina e 3-mercaptoetanol.

3.12) Capacidade hidrolitica das peptidases de P. serpens

A capacidade de degradacdo das peptidases de P. serpens foi avaliada através de
eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% contendo 0,1% de diferentes substratos co-
polimerizados: BSA, soro albumina humana (HSA), caseina, gelatina, hemoglobina,
imunoglobulina G (IgG), mucina e extrato das glandulas salivares (0,07 pg/pL de proteina no gel)
de O. fasciatus (3.12.1). Aliquotas dos extratos celulares dos parasitos, equivalentes a 50 pg, foram
adicionadas de tampao de amostra em condi¢des ndo desnaturantes. A eletroforese foi processada
a 120 V/60 mA, a 4°C. Ao fim da corrida eletroforética, os géis foram lavados por 1 h com Triton
X-100 a 1% para que o excesso de SDS fosse removido. Em seguida foi realizada incubagdo do gel
por 48 h a 37°C em tampao de protedlise fosfato de sédio 50 mM, pH 5,0, suplementado com DTT
2 mM. Finalmente os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250 e descorados em

uma solugdo contendo metanol-acido acético-dgua (50:10:40).

3.12.1) Extracdo de proteinas totais das glandulas salivares de O. fasciatus

As glandulas salivares intactas foram inicialmente congeladas em nitrogénio
liquido. Ap6s o descongelamento, estas foram maceradas e pérolas de vidro foram
adicionadas a mistura. O sistema foi agitado trés vezes em vortex, intercalando-se com
banho de gelo por 2 min. O homogenato foi centrifugado a 5.000¢ por 10 min, a 4°C, e o
sobrenadante, contendo o extrato protéico das glandulas salivares, foi recolhido, incubado

a 100°C, para inibir as peptidases endégenas, e estocado a 4°C.
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3.13) Degradagao de proteinas de superficie da glandula salivar de O. fasciatus por
P. serpens

Inicialmente as glandulas salivares de O. fasciatus foram dissecadas, lavadas duas vezes
em PBS e biotiniladas por 30 min a 4°C através da incubagdo com 0,1 mg/mL Sulfo-NHS-LC-
biotin (Pierce) (SANTOS et al., 2001; DIAS et al., 2007). Em seguida, as glandulas foram lavadas
cinco vezes com PBS para remover a biotina ndo ligada. Paralelamente, promastigotas de P.
serpens (1x108) foram incubados por 30 min a 26°C na presenca e auséncia de 10 pM E-64.
Finalmente, os parasitos tratados e ndo tratados com o inibidor proteolitico foram incubados por
4 h a 26°C com as glandulas salivares biotiniladas (trés glandulas por sistema). Apos incubacao,
os parasitos foram removidos através de trés lavagens com PBS; em seguida, as glandulas foram
lisadas como descrito acima. Os extratos protéicos obtidos foram aplicados em SDS-PAGE 12% e
transferidos para membrana de nitrocelulose, como descrito no item 3.16. A membrana foi
bloqueada em solucdo de TBS-Tween 0,05% contendo 2% de BSA. Em seguida, estas foram
lavadas trés vezes com TBS-Tween e incubadas com avidina-peroxidase (1:10000). Os

polipeptideos reativos foram detectados por quimioluminescéncia através de sistema ECL.

3.14) Dosagem enzimatica: degradacao de substrato especifico para cisteina
peptidases

O composto fluorogénico N-a-benziloxicarbonil-L-fenilalanil-L-arginina-(7-amino-4-
metilcumarina) (Z-Phe-Arg-AMC) (Sigma) foi utilizado como substrato em procedimento
adaptado do método descrito por BARRET e colaboradores (1980). A reagdo foi iniciada através da
adigdo de 20 uM do substrato a 10 pg de extrato protéico de P. serpens (extrato total, sobrenadante
PBS-glucose condicionado, fracdo hidrofilica e fracao hidrofébica) e T. cruzi (extrato total),
diluidos em tampao fosfato 0,1 M, pH 5,0, contendo 2 mM de L-cisteina. A mistura de reagao foi
incubada a 37°C por 15 min e a intensidade de fluorescéncia foi determinada por
espectrofotofluorimetria (SpectraMax Gemini XPS, Molecular Devices, CA, USA), utilizando

comprimentos de onda de emissao e excitacdo a 460 e 380 nm, respectivamente.
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> PARTE II: Homologia entre antigenos de P. serpens e a cruzipaina de T.

cruzi

3.15) Teste de aglutinacao

Os parasitos foram cultivados por 48 h em meio BHI, coletados por centrifugacdo e
lavados em PBS. O sedimento foi ressuspenso em PBS e a quantidade de células determinada
através de contagem em camara de Neubauer. Em seguida, os parasitos (2x10¢ células) foram
incubados com diferentes concentragdes (1:125, 1:250, 1:500, 1:1000 e 1:2500) do anticorpo
policlonal anti-cruzipaina (gentilmente cedido pelo Dr. Juan Jose Cazzulo, Instituto de
Investigaciones Biotecnologicas, Universidad Nacional de General San Martin, Buenos Aires,
Argentina), por 1 h a 26°C. O ensaio foi realizado em placa de 96 pocos. Apés o periodo de
incubagao, as células foram transferidas para sistemas de lamina-laminula e visualizadas em

microscopio optico.

3.16) Western blotting

As proteinas presentes nos extratos celulares (lisado total, fragdo de membrana e fracdo
citoplasmatica) e no sobrenadante (item 3.22) de cultivo de parasitos crescidos em BHI por 48 h
foram separados em SDS-PAGE 12%, como descrito no item 3.9, e transferidos (100 V/300 mA, 2
h, 4°C) para membrana de nitrocelulose em tampao Tris-base 25 mM, contendo glicina 200 mM e
20% de metanol. Apds a transferéncia, as membranas foram incubadas por 24 h a 4°C em tampao
de bloqueio (PBS pH 7,2; Tween 20 a 0,1%, leite em p6 desnatado a 5%). Em seguida, as
membranas foram lavadas trés vezes por 10 min com TBS-0,1% Tween. Estas foram entao
incubadas por 2 h, sob agitagdo, com anticorpo primdrio anti-cruzipaina a 1:400; posteriormente
foram novamente lavadas trés vezes por 10 min em TBS-0,1% Tween e incubadas com o anticorpo
secundario (IgG-coelho) conjugado a peroxidase (1:2500). Alternativamente, membranas de
nitrocelulose contendo extrato total de T. cruzi e extrato total e sobrenadante condicionado (item
3.24) de P. serpens foram incubadas com soro de paciente chagasico (gentilmente cedido pelo Dr.
José Mauro Peralta, Departamento de Imunologia, IMPPG, UFR]) na diluicdo de 1:100. Apés a
incubacdo, as membranas foram lavadas trés vezes por 10 min em TBS-0,1% Tween e incubadas
com o anticorpo secundario (IgG-humano) conjugado a peroxidase (1:2500) Finalmente, as

membranas foram novamente lavadas e reveladas através de quimioluminescéncia (sistema ECL).
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3.17) Citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia

Parasitos (5x10¢ células) crescidos em meio BHI por 48 h foram lavados e fixados durante
30 min a 4°C em paraformaldeido diluido 2% em PBS. Apés fixagdo, as células foram lavadas trés
vezes em PBS gelado. Alternativamente, células fixadas foram permeabilizadas com 0,01% de
Triton X-100 durante 15 min a temperatura ambiente; em seguida, as células foram também
lavadas com PBS gelado (4°C). Parasitos, fixados e/ou permeabilizados, foram analisados por
microscopia Optica para observacdo da integridade morfolégica. Os parasitos entdo foram
incubados por 1 h com o anticorpo primario policlonal anti-cruzipaina diluido 1:250, lavados
extensivamente em PBS e incubados com anticorpo secundério (IgG) conjugado a isotiocianato de
fluoresceina (FITC) na diluicdo de 1:250. Finalmente, as células foram lavadas, examinadas por
citometria de fluxo e montadas em sistema de ldmina-laminula para observagdo através de
microscopia de fluorescéncia. Células ndo tratadas e tratadas somente com anticorpo secundario
foram utilizadas como controles negativos.

Alternativamente, P. serpens e T. cruzi foram fixados em paraformaldeido 2%, lavados
extensivamente em PBS e incubados por 1 h com anti-cruzipaina 1:250 e soro de paciente
chagésico 1:100. Em seguida, as células foram incubadas com anticorpo secundério anti-coelho e
anti-humano, ambos diluidos 1:100, durante 1 h. Finalmente, as células foram lavadas e

examinadas por citometria de fluxo.

3.18) Imunocitoquimica

Promastigotas de P. serpens foram cultivadas em BHI por 48 h, coletadas por
centrifugacdo, lavadas duas vezes em PBS e fixadas em tampao cacodilato 0,1 M contendo 2,5%
de glutaraldeido, 4% de paraformaldeido, 0,2% de acido picrico e CaClo 5 mM. Apé6s 1 h de
fixacdo, as células foram desidratadas em etanol e embebidas em resina (Unicryl) a -20°C. Secdes
ultrafinas da resina foram colocadas em grades de niquel e incubadas em TBS 0,1M e cloreto de
amoénio 50 mM. Ap6s trés lavagens em TBS, as grades foram finalmente incubadas com anticorpo
anti-cruzipaina (diluido 1:50 em TBS, 1% BSA e 1% Tween 20) e subseqiientemente com anticorpo
secundario IgG (diluido 1:10) conjugado a particulas de ouro (15 nM). Apds coloracdo com acetato
de uranila e citrato de chumbo, as se¢des ultrafinas foram observadas em microscépio eletronico

de transmissao (Zeiss 10C) (SOUTO-PADRON et al., 1990).
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3.19) ELISA

O teste de ELISA foi realizado como descrito por VOLLER e colaboradores (1976).
Inicialmente foi realizado um ensaio com a finalidade de padronizar as concentragdes de
antigenos para utilizacdo nos experimentos de imunoreatividade. As placas de microtitulagdo de
96 pogos foram sensibilizadas com 100 uL/poco de diferentes concentragdes do antigeno (extrato
total de T. cruzi, extrato total e sobrenadante de P. serpens) variando de 5 a 20 pg/mL por 1 h a
37°C e posteriormente por 20 h a 4°C, em camara dmida. Em seguida, foram adicionados a cada
poco 100 pL do anticorpo anti-cruzipaina e do soro de paciente chagasico, diluidos em tampao de
bloqueio, em diluigdes variando de 1:100 a 1:12800, os quais foram incubados por 1 h a 37°C. Apés
lavagem das placas (5 vezes) com PBS-T 0,1% (150 uL/poco) foram adicionados (100 uL/pogo) os
anticorpos secunddrios anti-IgG de coelho e anti-IgG humana conjugados a peroxidase diluidos a
1:2500 em tampao de bloqueio, seguindo a incuba¢do como na etapa anterior. As placas foram
entdo lavadas como previamente descrito e adicionadas de 100 uL do substrato enzimético (4 mg
de orto-fenilenodiamina [OPD] em 10 mL de tampao citrato, pH 5,5, adicionado de 4 pL de H>O»).
A reacdo foi processada no escuro a temperatura ambiente. Apés 20 min esta foi interrompida
com adicao de 50 uL de H2SO4 3 N em cada pogo. A absorbancia foi lida a 492 nm em leitor
Thermo Plate.

3.20) Deteccao de ancora de GPI: tratamento com PLC e tripsina

Os parasitos foram cultivados por 48 h em meio BHI, coletados por centrifugacao, lavados
trés vezes em TBS, fixados em paraformaldeido 2% e contados em camara de Neubauer. As
células (3x107) fixadas foram entdo ressuspensas em 750 pL de TBS para posterior tratamento
enzimatico. Dois sistemas foram montados em eppendorfs e os parasitos foram tratados com
fosfolipase C (PLC) e tripsina. No sistema com PLC, 250 pL de células foram adicionados a 242 pL
de glicerol e 8 pL da enzima (0,2 U/uL). J& no sistema com tripsina, 250 pL de células foram
adicionados a 210 pL de glicerol e 40 pL da enzima a 25 pg/mL. O sistema controle foi montado
somente com 250 pL de células e 250 puL de glicerol. Os parasitos de todos os sistemas foram
incubados durante 24 h a 37°C. Posteriormente, as células foram centrifugadas e lavadas
extensivamente em TBS. Estas foram entdo incubadas por 1 h com o anticorpo primario policlonal
anti-cruzipaina diluido 1:250, lavadas extensivamente em TBS e incubadas com anticorpo

secundario (IgG) conjugado a FITC (1:400). Finalmente, as células foram lavadas e analisadas por
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citometria de fluxo. Células ndo tratadas e tratadas somente com anticorpo secundério foram

utilizadas como controles negativos.

3.21) Modulacao da expressao de moléculas semelhantes a cruzipaina por diferentes

substratos protéicos

Os parasitos cultivados em BHI por 48 h foram coletados por centrifugacdo, lavados em
PBS e contados em camara de Neubauer. Em seguida, as células (8x108) foram incubadas em PBS-
glucose 2% (D"AVILA-LEVY et al., 2003) suplementado com diferentes substratos protéicos solaveis
a 1%: soro albumina bovina (BSA), soro albumina humana (HSA), mucina, soro fetal bovino
(SFB), imunoglobulina G (IgG), hemoglobina (Hg) e extrato natural de tomate. Apés 3 h de
incubacdo a temperatura ambiente, as células foram separadas do sobrenadante por
centrifugacdo. Em seguida, os parasitos foram fixados em paraformaldeido 2% e preparados para

analise em FACS, utilizando-se o anticorpo anti-cruzipaina, como descrito no item 3.17.

3.21.1 - Modulagdo da expressdo de moléculas do tipo cruzipaina pelas glandulas
salivares do inseto fitéfago O. fasciatus

Inicialmente, as glandulas salivares de O. fasciatus foram cuidadosamente
dissecadas, lavadas trés vezes em PBS gelado e ressupensas em PBS-glucose 2%.
Paralelamente, parasitos cultivados em BHI por 48 h foram coletados por centrifugacao,
lavados em PBS e contados em cdmara de Neubauer. Em seguida, as células (8x108) foram
incubadas com as glandulas (previamente dissecadas) durante 3 h. Apés a incubagdo, os
parasitos foram coletados por centrifugagdo e tratadas com anticorpo anti-cruzipaina e
analisadas através de citometria de fluxo, como descrito no item 3.17. Sistemas controle

foram utilizados com parasitos incubados somente com PBS-glucose 2%.

3.21.2 - Modulacdo da expressdo de moléculas semelhantes a cruzipaina pela
hemolinfa do inseto fitéfago O. fasciatus

Parasitos foram crescidos por 48 h em BHI, lavados trés vezes em PBS e contados
em camara de Neubauer. Em seguida, as células foram ressuspensas em PBS (4x105) e
injetadas, com auxilio de pipeta Hamilton, na lateral da juncdo entre o segundo e o
terceiro segmento toracico do O. fasciatus. Ap6s 72 h de infeccdo, os insetos infectados

tiveram seus dois primeiros pares de patas removidos para coleta da hemolinfa. Esta foi
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entdo centrifugada a 5000¢ por 10 min para separagdo dos parasitos. Estes foram lavados
em PBS e fixados em paraformaldeido 2% para andlise através de citometria de fluxo

utilizando o anticorpo anti-cruzipaina, como descrito no item 3.17.

> Parte III: Secrecao de peptidases por P. serpens

3.22) Obtenc¢do do sobrenadante de cultivo

O sobrenadante de cultivo de P. serpens foi obtido apés centrifugacdo de parasitos
crescidos em BHI por 48 h. Um volume de 400 mL foi submetido a concentracdo em sistema de
ultrafiltracio AMICON (AMICON, Beverly, USA), com membrana de exclusdo de 10 kDa, em
banho de gelo (SANTOS et al., 1999). O sobrenadante concentrado (400x) foi separado em gel de
poliacrilamida 12% e transferido para membrana de nitrocelulose para testar reatividade cruzada
com anticorpo anti-cruzipaina, como descrito no item 3.16, e dosagem quimica de atividade

proteolitica secretéria (item 3.24).

3.23) Dosagem quimica da atividade proteolitica secretdria

A atividade proteolitica extracelular foi quantificada em espectrofotometro utilizando-se a
gelatina como substrato protéico soltivel, como descrito por BUROKER-KILGORE E WANG (1993). O
sobrenadante concentrado de P. serpens foi incubado por 30 min na auséncia e presenga dos

inibidores proteoliticos listados na tabela abaixo:

INIBIDORES CONCENTRACAO
1,10-Fenantrolina 1 mM
EDTA 1 mM
EGTA 1 mM
Pepstatina A 1pM
PMSF 1 mM
TLCK 1 mM
Cistatina 1pM
Leupeptina 1pM
E-64 1M
Antipaina 1pM

Para determinar a atividade proteolitica remanescente, gelatina (0,5 mg/ml), DTT 2 mM,
tampao fofato 50 mM (pH 5,0) e 12 pL de cada sobrenadante foram adicionados a tubos
eppendorfs (volume final de 100 pL) e incubados por 2 h a 37°C. Em seguida, trés aliquotas (20

pL) da mistura de reagdo foram transferidas para pogos em uma microplaca contendo 10 pL de
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agua e 20 pL de uma solucdo de Coomassie (Coomassie brilliant blue G-250, 11,75% etanol e
21,25% é&cido fosférico). Apdés 10 min, a placa foi submetida a leitura em leitor de ELISA
(Thermomax Molecular Device microplate reader) com absorbancia de 595 nm. Uma unidade de
atividade proteolitica foi definida como a quantidade de enzima que causa o aumento de 0,001 na
unidade de absorbancia. Os resultados foram expressos como porcentagem relativa de atividade

proteolitica na presenca de inibidores subtraida da atividade na auséncia dos mesmos.

3.24) Secrecdo de polipeptideos por P. serpens em meio minimo

Parasitos cultivados em BHI por 48 h foram coletados por centrifugacdo, lavados cinco
vezes em PBS e contados em camara de Neubauer. Parasitos (1x101° células) foram entao
ressuspensos em 1 mL de PBS-glucose a 2% (D"AVILA-LEVY et al., 2003) e incubados sob agitacao
(100 rpm) durante 3 h a temperatura ambiente. A integridade celular foi monitorada através da
dosagem de malato desidrogenase no sobrenadante de cultura coletado (THOMPSON et al., 1998).
Ap6s a incubacdo, as células foram entdo separadas do sobrenadante (PBS-glucose condicionado)
por centrifugacdo. Este sobrenadante foi utilizado para ensaios de degradacdo de substratos

protéicos (item 3.26) e dosagens quimicas especificas para cisteina peptidases (item 3.13).

3.25) Degradacdo de diferentes substratos protéicos

O sobrenadante PBS-glucose condicionado foi incubado com diferentes substratos
protéicos soltiveis a 1%: BSA, HSA, SFB, IgG, hemoglobina e mucina na presenca e auséncia de
inibidores proteoliticos: E-64 10 uM e 1,10-fenantrolina 10 mM. Para visualizagdo dos resultados,

aliquotas destes sistemas foram submetidas a dosagem quimica, como descrito no item 3.24.



> Parte IV: Interacdo in vitro entre P. serpens e tomates da espécie

Solanum lycopersicum

3.26) Obtencao do extrato filtrado de tomate

Tomates frescos da espécie Solanum lycopersicum foram lavados em solugdo de agua
destilada com hipoclorito de sédio a 0,01%. Em seguida, estes foram macerados, pesados e
diluidos em PBS até a concentracdo final de 3 g/mL. Apods a diluigdo, o extrato de tomate foi
centrifugado a 8000g por 30 min. O sobrenadante (chamado de extrato natural de tomate) foi

retirado e submetido a esterilizacdo através de filtragdo em membrana millipore 0,22 um.

3.27) Analise do perfil de proteinas e peptidases celulares

Os parasitos cultivados em extrato natural de tomate (25% e 50% em BHI) e BHI foram
coletados por centrifugacdo e lisados para obtencdo de extrato protéico total, como descrito no
item 3.6. Para andlise qualitativa dos polipeptideos celulares de P. serpens, foi realizada
eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (item 3.9). Para andlise quantitativa da atividade

proteolitica foi realizada uma dosagem quimica como descrito no item 3.24.

3.28) Infeccdo in vitro de tomates (S. lycopersicum)

Parasitos cultivados em BHI foram coletados por centrifugagdo, lavados em PBS e
contados em cadmara de Neubauer. Paralelamente, tomates frescos foram inicialmente tratados
por 15 min em solugdo de cloro e agua (20 ppm) e deixados por 30 min sob acdo da luz
ultravioleta. Em seguida, os parasitos (5x104 ressuspensos em 5 pL de salina) foram inoculados
em 3 pontos previamente escolhidos e marcados nos tomates. Estes foram entdo incubados por
sete dias a 26°C. Finalmente, o tomate foi cortado, as sementes separadas e os parasitos removidos
através de filtragdo do endocarpo (componente denso que envolve as sementes), como ilustrado

no esquema abaixo:

Indculo Endocarpo com parasitos




3.29) Deteccao de moléculas semelhantes a cruzipaina

Parasitos cultivados comparativamente em tomates (item 3.29) e em BHI por sete dias
foram coletados por centrifugacdo, lavados em PBS, fixados em paraformaldeido 2% e
preparados para FACS com anticorpo anti-cruzipaina, como descrito no item 3.17.
Alternativamente, parasitos cultivados em BHI suplementado com 25 e 50% de extrato
natural de tomate (item 3.27) durante 48 h foram coletados por centrifugacado, lavados em
PBS e preparados também para analise através de citometria de fluxo utilizando o anticorpo

anti-cruzipaina.

3.30) Identificacdao de receptor para P. serpens em S. lycorpersicum

Extratos de tomate (30 pg) foram separados em SDS-PAGE 12% e transferidos para
membrana de nitrocelulose. As proteinas entao transferidas foram bloqueadas com solucao
de leite desnatado 5% em TBS-Tween por 24 h a 4°C. Paralelamente, parasitos vivos foram
coletados por centrifugacdo e lavados trés vezes em PBS gelado para remocao das proteinas
do meio de cultivo. Em seguida, 1x10° parasitos foram ressuspensos em PBS (1 mL) e
colocados em contato com 0,1 mg/mL Sulfo-NHS-LC-biotin por 30 min a 4°C. Os parasitos
foram entdo lavados seis vezes com PBS gelado para remocao da biotina ndo ligada (SANTOS
et al., 2001). Apés bloqueio, a membrana foi incubada por 2 h sob agitagdo constante com os
parasitos vivos biotinilados (1x108). Posteriormente, a membrana foi lavada com TBS-Tween
e incubada em solucdo de avidina peroxidase diluida 1:2500 por 1 h. O imunoblot foi

revelado através de quimioluminescéncia (ECL).
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4) RESULTADOS

» PARTE I: Identificacdo e caracterizac¢ao de atividade proteolitica associada

as células de P. serpens

4.1) Curva de crescimento de P. serpens

Os parasitos da espécie P. serpens (isolado 9T, CT-IOC-189) foram cultivados em quatro
meios distintos (BHI, LIT, EL e Warren) a 26°C durante 96 h. Os flagelados iniciaram a fase
logaritmica de crescimento apés 36 h de cultivo (Fig. 11A, seta branca) mantendo-se nesta até
aproximadamente 60 h, momento no qual foi atingida a fase estacionéria (Fig. 114, seta preta). E
interessante ressaltar que, ap6s 48 h de cultivo, os flagelados crescidos em todos os meios se
encontravam no meio da fase logaritmica, tempo este escolhido para os demais experimentos
desenvolvidos neste estudo (Fig. 11A, seta hachurada). A composi¢do do meio de cultura nao
parece influenciar as fases de crescimento do parasito, uma vez que os flagelados cultivados em
todos os meios passaram, ao mesmo tempo, pelas fases lag, logaritmica e estaciondria de
crescimento (Fig. 11A). Embora as diferentes fases de crescimento tenham se mostrado similares,
o padrao de proliferacao apresentado pelos parasitos cultivados nos quatro meios demonstrou
diferengas notaveis. Os flagelados apresentaram proliferacdo abundante quando crescidos em
meio Warren e crescimento bastante reduzido quando cultivados em meio EL (Fig. 11A). Os
parasitos cultivados nos meios BHI e LIT apresentaram multiplicacdo celular mediana entre os

extremos dos meios Warren e EL (Fig. 11A).

4.2) Analise do perfil de proteinas e peptidases celulares de P. serpens

O perfil de proteinas sintetizado por P. serpens tem sido pouco explorado e pouco
caracterizado. No entanto, é fato que a composicdo quimica dos meios de cultura é capaz de
modular a expressdo de polipeptideos em microrganismos, inclusive em tripanossomatideos
(SANTOS et al., 2001, NOGUEIRA DE MELO et al., 2002). Desta maneira, através da técnica de SDS-
PAGE, foram evidenciadas as proteinas expressas por P. serpens quando cultivado nos quatro
diferentes meios.

Apos separacdo eletroforética e coloragdo com Coomassie brilliant blue, foi observado um

perfil de polipeptideos muito similar para os parasitos cultivados em todos os diferentes meios,
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embora a expressdo destes seja notavelmente distinta (Fig. 11B). Foram detectadas proteinas com
massas moleculares que variavam entre 15 e 250 kDa, com expressao majoritaria de alguns
polipeptideos entre 25 e 85 kDa (Fig. 11B, setas). Entre os sistemas foram observadas pequenas
diferengas quantitativas, tal como a expressio de um polipeptideo de 250 kDa , detectado
somente em parasitos cultivados em meio EL (Fig 11B, seta clara). Além da analise do perfil de
proteinas expresso pelos parasitos quando cultivado em diferentes meios, também foi observado
o perfil dos polipeptideos expressos quando P. serpens se encontrava em duas distintas fases do
seu ciclo celular: fase logaritmica (48 h) e estacionaria (60 h). A expressao detectada foi indiferente
e por este motivo s6 foram mostrados os resultados da fase logaritmica (Fig. 11B).

Além do perfil de proteinas, a expressdo de enzimas proteoliticas em P. serpens também foi
avaliada para os parasitos cultivados nos quatro diferentes meios. Através da técnica de SDS-
PAGE contendo gelatina como substrato incorporado ao gel, o perfil observado para os quatro
meios revelou a expressio de duas bandas majoritarias com massas moleculares de
aproximadamente 38 e 40 kDa. Estas apresentaram modulagdes sutis nos seus niveis de expressao
quando o meio de cultura utilizado para crescimento do parasito foi alterado, como pode ser
observado na figura 11C. A expressao de peptidases em duas diferentes fases de crescimento
também foi investigada, assim como feito para o perfil de polipeptideos. O resultado observado
permitiu afirmar que a expressdo de enzimas proteoliticas ndo se alterou com as mudancas de
fases atravessadas pelo parasito durante a sua proliferagdo in vitro. Desta maneira, apenas o perfil

observado na fase logaritmica de crescimento foi ilustrado (Fig. 11C).

4.3) Efeito do pH, agentes redutores e inibidores proteoliticos sobre as peptidases
associadas as células de P. serpens

Com o objetivo de determinar algumas caracteristicas bioquimicas das peptidases
detectadas, os extratos protéicos de P. serpens foram submetidos a SDS-PAGE-gelatina e os géis
sofreram diferentes processos de incubagdo. Através desta técnica, foi possivel determinar a faixa
6tima de pH para atividade catalitica (Fig. 12A), a classe das enzimas evidenciadas (Fig. 12B) e a
modulagao das suas atividades proteoliticas frente a agentes redutores conhecidos (Fig. 12C).

Os resultados indicaram que as peptidases sintetizadas pelo flagelado atuam em uma
ampla faixa de pH (3,0-9,0), com atividade majoritaria em pH acidico (5,0) (Fig. 12A). Além disso,
a andlise dos géis também permitiu identificar as duas bandas de 38 e 40 kDa como cisteina

peptidases, uma vez que estas foram sensiveis a inibidores proteoliticos cldssicos desta classe (E-
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64, leupeptina e cistatina), ndo sofrendo modulagdo significativa de suas atividades quando na
presenca de inibidores de aspartico peptidases (pepstatina A), serina peptidases (PMSF) e metalo
peptidases (1,10-fenantrolina) (Fig. 12B).

Em geral, cisteina peptidases dependem de agentes redutores para que desempenhem
suas atividades cataliticas. Desta maneira, os géis contendo os extratos protéicos de P. serpens
foram incubados na presenca e auséncia de alguns agentes redutores. Os resultados confirmaram
a dependéncia das cisteina peptidases celulares de P. serpens frente a agentes redutores, tais como
ditiotreitol e L-cisteina, uma vez que na auséncia destes ndo houve deteccdo de atividade
proteolitica (Fig. 12C). O agente redutor p-mercaptoetanol ndo foi capaz de restituir a atividade

catalitica das enzimas em estudo (Fig. 12C).

4.4) Localizacdo das cisteina peptidases: extracao com Triton X-114

O perfil proteolitico associado as células de P. serpens é expresso por duas bandas
majoritarias de 38 e 40 kDa (Fig. 13A, coluna 1), classificadas como cisteina peptidases. Com o
objetivo de determinar a localizacdo destas enzimas, foi realizada uma extracdo diferencial
usando-se o detergente Triton X-114. Desta maneira, o contetdo citoplasmatico é separado da
fracdo correspondente as membranas celulares. Com esta técnica foi possivel observar a presenga
das duas bandas na fase aquosa, ou seja, na porgao citoplasmatica do parasito (Fig. 13A, coluna 2).
Ja na fase hidrofébica - fragdo de membrana - apenas uma discreta banda de 40 kDa foi detectada
(Fig. 13A, coluna 3). Os mesmos sistemas foram analisados na presenca de E-64, inibidor

especifico de cisteina peptidases, confirmando a identidade das enzimas como as mesmas

detectadas nos ensaios anteriores (Fig. 13B).

4.5) Clivagem de diferentes substratos protéicos pelas cisteina peptidases de P.

serpens

P. serpens é um parasito heteroxénico; logo, este confronta distintos ambientes durante o
seu ciclo de vida, tais como o intestino/hemolinfa de insetos e o endocarpo de tomates. Desta
maneira, a capacidade hidrolitica das peptidases expressas por este flagelado foi investigada.
Através de SDS-PAGE co-polimerizado a diferentes substratos observou-se um amplo espectro
catalitico destas cisteina peptidases. As enzimas proteoliticas do parasito foram capazes de
hidrolisar proteinas como gelatina, caseina, hemoglobina, imunoglobulina G e albumina (Fig.

14A). Além disso, tais peptidases também foram capazes de clivar a mucina, uma glicoproteina



Ivi

sialilada (Fig. 14A). O extrato protéico das glandulas salivares do inseto fitéfago O. fasciatus
também foi utilizado como substrato incorporado ao gel. Curiosamente, as enzimas foram
capazes de degradar esse substrato, o que sugere a importancia de tais peptidases em processos
de interacdo parasito-hospedeiro invertebrado (Fig. 14A).

A degradacado do extrato total das glandulas salivares de O. fasciatus despertou grande
interesse. Desta forma, com o objetivo de investigar quais proteinas presentes nas glandulas
seriam degradadas pelas cisteina peptidases de P. serpens, os tripanossomatideos vivos foram
incubados com as glandulas salivares previamente biotiniladas. Os resultados demonstraram que
um componente de superficie de 115 kDa foi clivado apds incubagdo com os parasitos vivos,
gerando peptideos de menores massas moleculares (Fig 14B, setas). A adicdo de E-64 foi capaz de
inibir a hidrélise deste componente de 115 kDa, sugerindo associacao direta entre a atividade de
cisteina peptidase de P. serpens e a degradagdo de pelo menos uma proteina de superficie presente

nas glandulas salivares do inseto fitéfago O. fasciatus (Fig. 14B).
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Figura 11: Curva de crescimento e perfis de proteina e peptidase de P. serpens. (A) Curva de crescimento
de P. serpens quando cultivada a 26°C durante 96 h em quatro meios diferentes: extrato de levedura (YE),
infusdo de figado e tripticase (LIT), infusdo de cérebro e coracdo (BHI) e Warren (W). Os valores
representam a média de trés experimentos independentes. As setas indicam diferentes fases de crescimento
do parasito: final da fase lag (seta branca), meio da fase exponencial (seta hachurada) e inicio da fase
estacionaria (seta preta). (B) SDS-PAGE demonstrando os perfis de polipeptidios (50pug de extrato total) e
(C) SDS-PAGE-gelatina (50pg de extrato total) demonstrando os perfis de peptidases expressas apds
crescimento do parasito nos quatro meios por 48 h. Na figura B, a seta aberta indica a expressao diferencial
de polipeptidio e as cabecas de seta indicam os polipeptidios majoritariamente expressos por P. serpens nas
condicdes de crescimento descritas. Os géis de protease em (C) foram incubados em tampao fosfato, pH 5,0,
suplementado com 2 mM de DIT a 37°C por 48 h. Anélises densitométricas dos halos proteoliticos,
expressas em unidades arbitrarias (AU), sao sumarizadas no grafico da figura C. Os nliimeros a esquerda
(em B e C) indicam as massas moleculares aparentes, expressas em kilodaltons.
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Figura 12: Efeito do pH, agentes reduotres e inibidores proteoliticos sobre as atividades
peptidasicas associadas as células de P. serpens. (A) Efeito do pH nas atividades proteoliticas
associadas as células de P. serpens, ap6s crescimento em BHI por 48h. Os géis foram incubados a 37°C
por 48 h nos seguintes sistemas tampdes: citrato de sédio 10 mM (pH 3,0), fosfato de s6dio 50 mM (pH
5,0 e 7,0) e glicina-NaOH 20 mM (pH 9,0). Todos os tampdes foram suplementados com DTT a 2 mM.
(B) Efeito de inibidores proteoliticos na atividade das peptidases de P. serpens. Os géis foram
incubados a 37°C por 48 h em tampao fosfato de sédio 50 mM suplementado com 2 mM DTT na
auséncia e na presenca dos seguintes inibidores proteoliticos: E-64 a 1 pM, leupeptina a 1 pM, cistatina
a1l pM, PMSF a 1 mM, 1,10-fenantrolina a 1 mM e pepstatina a 1 pM. (C) Efeito de agentes redutores
na atividade proteolitica. Os géis foram incubados a 37°C por 48 h em tampao fosfato de sédio 50 mM
na auséncia e na presenga de diferentes agentes redutores a 2 mM: DTT, L-cisteina e f-mercaptoetanol
(B-mercapto). Os numeros a esquerda indicam as massas moleculares aparentes, expressas em

kilodaltons.
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Figura 13: Localizacdo das cisteina-peptidases - extracdo com Triton X-114. Apds extragdo das células de
P. serpens com Triton X-114, as fracdes obtidas foram analisadas através de SDS-PAGE contendo gelatina
como substrato co-polimerizado. Fragdes: (1) extrato celular total, (2) hidrofilica e (3) hidrofébica. Os géis
foram incubados em tampao fosfato, pH 5,0, suplementado com 2 mM de DTT, por 48 h a 37°C na auséncia
(A) e presenca (B) de 1 uM de E-64. Os ntimeros a esquerda indicam as massas moleculares aparentes,
expressas em kilodaltons
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Figura 14: Clivagem de diferentes substratos protéicos pelas cisteina peptidases de P. serpens. (A)
Hidroélise de diferentes compostos protéicos pelas peptidases associadas as células de P. serpens.
Gelatina, soro albumina bovina (albumina), caseina, imunoglobulina (IgG), hemoglobina (Hgb),
mucina e extrato das glandulas salivares de O. fasciatus foram incorporados individualmente ao SDS-
PAGE para evidenciar a atividade proteolitica. Os géis foram incubados em tampao fosfato, pH 5,0,
suplementado com 2 mM de DTT a 37°C por 48 h. As massas moleculares das peptidases, expressas
em kilodaltons, estdo representadas a esquerda. (B) Degradacdo das proteinas de superficie das
glandulas salivares de O. fasciatus por células vivas de P. serpens. Neste ensaio, as glandulas salivares
foram dissecadas, lavadas e biotiniladas. Em paralelo, P. serpens foi incubada por 30 min a 26°C na
presenca ou auséncia de E-64 a 1 pM. Em seguida, parasitos controle e tratados com inibidor foram
incubados com as glandulas; apds incubagdo, foi realizado um Western blotting para visualizacao do
resultado. As setas indicam os peptideos resultantes da degradacdo do componente de 115 kDa. Os
numeros a esquerda indicam as massas moleculares aparentes, expressas em kilodaltons.
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> PARTE II: Homologia entre antigenos de P. serpens e a cruzipaina de T.

cruzi

4.6) Deteccao de moléculas semelhantes a cruzipaina em P. serpens

Em trabalho publicado recentemente (BREGANO et al., 2003), foi descrita a reatividade
cruzada existente entre antigenos de P. serpens e T. cruzi. Com o objetivo de detalhar essa
similaridade, foi investigada no presente estudo a possivel reatividade entre as moléculas de P.
serpens e a cruzipaina de T. cruzi. Para tanto, foram utilizados anticorpos especificos contra a
enzima de T. cruzi. Através de Western blotting, foi observado que o anticorpo policlonal anti-
cruzipaina reconheceu fortemente uma banda de 50 kDa no extrato celular de T. cruzi, além de ser
capaz de reconhecer dois polipeptideos - 38 e 40 kDa - no extrato protéico total e na fracdo
citoplasmaética de P. serpens. O polipeptideo de 40 kDa expresso na membrana do parasito
também foi reconhecido pelo anticorpo (Fig. 15A). Para confirmar os dados obtidos, foi realizada
uma citometria de fluxo com os parasitos fixados e/ou permeabilizados com Triton X-100. Os
resultados ratificaram os dados do Western blotting: ha presenca minoritaria de moléculas
semelhantes a cruzipaina na superficie (Fig. 15A, seta 2) de promastigotas fixados e majoritaria
nos compartimentos intracelulares de parasitos permeabilizados (Fig. 15A, seta 3). Além da
citometria de fluxo, testes de aglutinacdo direta (Fig. 15B) e imunofluorescéncia (Fig. 15B),
utilizando o anticorpo anti-cruzipaina, também confirmaram a presenca de moléculas

semelhantes a cruzipaina tanto na superficie quanto no citoplasma do parasito.

4.7) Distribuicao de moléculas semelhantes a cruzipaina em P. serpens

Para que fosse possivel visualizar a distribuicdo das cisteina peptidases nos diferentes
compartimentos celulares de promastigotas de P. serpens, foi realizado um ensaio
imunocitoquimico utilizando o anticorpo policlonal anti-cruzipaina. Os resultados indicaram a
presenca de moléculas semelhantes a cruzipaina ao longo de toda a extensdo da membrana
celular do parasito, assim como no flagelo, na bolsa flagelar e em compartimentos intracelulares
de P. serpens. Curiosamente, a marcagao das moléculas homoélogas a cruzipaina também podde ser

observada livre no interior da bolsa flagelar (Fig. 16), sugerindo a secrecdo desta molécula para o

meio extracelular.
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4.8) Deteccdo de uma possivel ancora de GPI nas moléculas semelhantes a

cruzipaina associadas a superficie de P. serpens

Com o objetivo de investigar a possivel presenca de uma ancora de GPI nas moléculas
semelhantes a cruzipaina associadas as membranas celulares de P. serpens, os parasitos fixados
com paraformaldeido foram inicialmente submetidos a digestdo enziméatica com fosfolipase C
(PLC) e tripsina. A PLC é uma enzima capaz de clivar a ligagdo fosfodiéster da dncora de GPI.
Como conseqiiéncia da retirada da ancora lipidica, a proteina é liberada e perde seu carater
original anfifilico, tornado-se soltivel em agua (CARDOSO DE ALMEIDA & TURNER 1983; CARDOSO
DE ALMEIDA & HEISE 1993; SANTOS et al., 2002). Ja a tripsina é capaz de clivar polipeptideos em
residuos carboxi-terminais de arginina ou lisina (RAO et al., 1998); como tais residuos sdo
comumente encontrados em proteinas, estas sdao majoritariamente removidas de membranas
celulares tratadas com tripsina. As células de P. serpens tratadas com estas enzimas hidroliticas
foram posteriormente incubadas com anticorpo policlonal anti-cruzipaina e analisadas através de
citometria de fluxo. Os resultados indicaram que as cisteina peptidases homoélogas a cruzipaina
em P. serpens estdo possivelmente associadas a superficie dos parasitos via dncora de GPI, uma
vez que o tratamento prévio com as enzimas (PLC e tripsina) reduziu o reconhecimento pelo
anticorpo em relacdo aos parasitos controles, ou seja, que ndo foram tratados enzimaticamente

(Fig. 17).

4.9) Expressao de cruzipaina: ensaio comparativo entre T. cruzi e P. serpens

Como demonstrado no item 4.6, P. serpens é capaz de expressar cisteina peptidases que
apresentam reatividade cruzada com a cruzipaina do T. cruzi. Desta maneira, com o objetivo de
comparar a expressao destas moléculas nos dois tripanossomatideos estudados foi investigada a
capacidade de degradacdo de um substrato sintético especifico para cisteina peptidases. Os
resultados demonstraram que o extrato celular de epimastigotas de T. cruzi apresenta eficécia dez
vezes maior na degradagdo do substrato em relagdo ao extrato celular de P. serpens (Fig 18A). Este
resultado foi corroborado através de SDS-PAGE-gelatina: o extrato de T. cruzi gerou um forte halo
de degradacdo de 50 kDa, enquanto o extrato de P. serpens gerou dois halos fracos de digestao,
correspondentes a massas moleculares de 38 e 40 kDa. Todas as atividades cataliticas citadas
anteriormente foram inibidas por E-64, um inibidor especifico de cisteina peptidases (Fig 18A,

inset).
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Para confirmar que a diferenca na producdo de cisteina peptidases entre T. cruzi e P.
serpens reflete a diferenga na expressdo de cruzipaina, um ensaio de ELISA foi realizado utilizado
extratos celulares dos dois flagelados e anticorpo anti-cruzipaina. Os resultados confirmaram as
dosagens com substrato especifico: o anticorpo reconhece os antigenos de T. cruzi em titulos mais

altos quando comparados aos detectados em P. serpens (Fig 18B).

4.10) Expressio de moléculas semelhantes a cruzipaina em extrato celular e
sobrenadante condicionado de P. serpens

Em 2003, BREGANO e colaboradores demonstraram que soros de pacientes com doenga de
Chagas apresentavam forte reatividade com antigenos de P. serpens. Este flagelado apresenta alta
imunogenicidade, induzindo imunidade protetora contra infeccao por T. cruzi em BALB/c. Com
o objetivo de explorar tal similaridade e observar se a cruzipaina se encontra entre os antigenos
compartilhados, foram realizados testes de ELISA utilizando-se antigenos celulares e
extracelulares de P. serpens contra um soro de paciente com Doenca de Chagas e o anticorpo anti-
cruzipaina. Os resultados demonstraram que tanto os antigenos celulares (extrato total do
parasito) quanto o extrato extracelular (PBS-condicionado) foram reconhecidos pelo soro do
paciente chagésico (Fig 19B). O ensaio de imunoreatividade também confirmou a presenca da

molécula semelhante a cruzipaina entre os antigenos compartilhados por P. serpens e T. cruzi (Fig

19A).

4.11) Soro de paciente chagasico e anti-cruzipaina: reconhecimento de antigenos em
P. serpens e T. cruzi

Como descrito no item 4.9, o soro de paciente chagasico e o anticorpo anti-cruzipaina sdo
capazes de reconhecer antigenos associados as células de P. serpens e liberados para o meio
extracelular. Desta maneira, para explorar ainda mais estes resultados, os dois anticorpos foram
testados contra antigenos de superficie de P. serpens, em comparagao ao T. cruzi. Os resultados da
citometria de fluxo demonstraram que ambos os anticorpos reconhecem moléculas homologas na
superficie dos tripanossomatideos, embora o reconhecimento antigeno-anticorpo seja
aproximadamente duas vezes maior em T. cruzi (Fig 20A).

Para confirmar os dados obtidos até entdo através do uso de soro chagasico e anticorpo
anti-cruzipaina, foi realizado um Western blotting com extratos celulares de P. serpens e T. cruzi,

Z

além do sobrenadante de P. serpens. O soro do paciente é capaz de reconhecer diversos
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polipeptideos de massas moleculares entre 50 e 15 kDa no extrato total de P. serpens, além de um
polipeptideo similar a molécula semelhante a cruzipaina, com aproximadamente 40 kDa, no

contetido extracelular (Fig 20B).

4.12) Modulacao da expressao de moléculas semelhantes a cruzipaina por diferentes
substratos protéicos

Ja é sabido que compostos nitrogenados exégenos sdo capazes de modular a expressdo de
polipeptideos e peptidases em diversos microrganismos. A partir do exposto, foram realizados
diversos ensaios para avaliar a influéncia de distintos compostos protéicos na expressdo de
moléculas semelhantes a cruzipaina de superficie em P. serpens. Inicialmente, promastigotas vivos
de P. serpens foram incubados durante 3 h em PBS-glucose suplementado com diferentes
substratos protéicos, tais como: BSA, HSA, mucina, SFB, IgG, hemoglobina e concentracdes
crescentes de extrato natural de tomate (0,1-10%). As glandulas salivares integras de O. fasciatus
(inseto fitofago) também foram utilizadas neste ensaio. Andlises por citometria de fluxo,
utilizando-se o anticorpo anti-cruzipaina, demonstraram que das proteinas utilizadas, apenas IgG
e hemoglobina foram capazes de estimular a producdo de moléculas semelhantes a cruzipaina na
superficie de P. serpens (Fig 21A). Além disso, concentra¢des crescentes do extrato de tomate
também estimularam a expressdo destas moléculas de maneira dose-dependente (Fig 21B).
Contrariamente, as glandulas salivares intactas de O. fasciatus ndo aumentaram, de forma
significativa, a expressdo dos homoélogos de cruzipaina em P. serpens (Fig 21C).

Para explorar por completo o ciclo deste flagelado, a expressdo de moléculas similares a
cruzipaina também foi analisada em parasitos recolhidos diretamente da hemolinfa de insetos
fitofagos (O. fasciatus) previamente infectados com promastigotas vivos de P. serpens. Neste
ensaio, a expressao destas cisteinas peptidases similares a cruzipaina foi comparada nos parasitos
recolhidos da hemolinfa e de meio complexo de crescimento - BHI. Os resultados permitiram
constatar que a passagem dos flagelados pela hemolinfa do inseto fitéfago influenciou
positivamente a expressio das moléculas semelhantes a cruzipaina: um aumento de
aproximadamente oito vezes na expressdo destas moléculas foi observado nos parasitos

recolhidos da hemolinfa quando comparados aqueles cultivados em meio complexo (Fig 21C).
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Figura 15: Deteccio de moléculas semelhantes a cruzipaina em P. serpens. (A) As células fixadas com
paraformaldeido foram permeabilizadas (3) ou ndo (1, 2) com Triton X-100 a 0,01% por 15 min. Estas células
foram em seguida incubadas na auséncia (1) e na presenca (2, 3) de anticorpo anti-cruzipaina e analisadas
através de citometria de fluxo. O inset indica o reconhecimento dos polipeptidios de P. serpens pelo
anticorpo anti-cruzipaina através de Western blotting: (a) extrato total, (b) fracdo hidrofilica e (c) fracdo
hidrofébica ap6s extracdo com Triton X-114. Os nliimeros & esquerda se referem as massas moleculares dos
polipeptidios reativos. (B) Teste de aglutinacao direta (quadros a esquerda) e imunofluorescéncia (quadros
a direita) utilizando-se o anticorpo policlonal anti-cruzipaina. As células foram incubadas com soro pré-
imune de coelho (a) e anticorpo anti-cruzipaina na diluigdo de 1:250 (b). Na andlise de aglutinagdo direta,
ap0s a incubagdo com o anticorpo primario, os sistemas foram observados através de microscopia éptica. A
seta preta em (b) indica a aglutinagdo dos parasitos pelo anticorpo anti-cruzipaina. Na andlise de
imunofluorescéncia, apés a incubacdo com o anticorpo primério, os sistemas foram incubados com
anticorpo secundario conjugado a fluoresceina diluida a 1:400. Barra preta: 5 uM. Barra branca: 1 pM
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Figura 16: Localizacdo imunocitoquimica das moléculas semelhantes a cruzipaina em células de P.
serpens. As segdes dos parasitos foram inicialmente incubadas na presenca do anticorpo anti-cruzipaina
(1:50) e em seguida na presenca de anticorpos conjugados a ouro coloidal. A marcacdo é evidente em
compartimentos intracelulares (seta verde), flagelo (seta rosa), bolsa flagelar (seta roxa) e superficie do
parasito (seta azul). Barra: 4 uM. k - cinetoplasto. - flagelo
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Figura 17: Deteccao de uma possivel ancora de GPI nas moléculas semelhantes a cruzipaina associadas a
superficie de P. serpens.Citometria de fluxo utilizando anticorpo anti-cruzipaina contra antigenos de P.
serpens apos tratamento dos parasitos com PLC e tripsina. Células fixadas em paraformaldeido 2% foram
tratadas por 24 h a 37°C com tripsina (40 ng/pL) e PLC (2 U/pL). Apéds a digestdo enzimatica, as células
foram lavadas e incubadas com anticorpo policlonal anti-cruzipaina (1:250) por 2 h. Em seguida, estas
foram incubadas com anticorpo secundario conjugado a fluoresceina e analisadas através de citometria de
fluxo. A curva cinza indica a autofluorescéncia das células.
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Figura 18: Comparacdo entre a atividade de cisteina peptidase detectada em epimastigotos de T. cruzi
(Tc) e promastigotas de P. serpens (Ps). (A) A atividade enzimatica foi determinada quantitativamente
através da hidrélise do substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC a 20 pM por lisados dos parasitos na
auséncia e na presenca de E-64 a 1 pM. Os resultados foram expressos através de unidades arbitrarias de
fluorescéncia (UAF) e os valores representam médias de trés experimentos independentes. O inset
demonstra o perfil de peptidases observado em gelatina-SDS-PAGE. Os géis foram incubados a 37°C por 48
h em tampado fosfato, pH 5,0, suplementado com DTT a 2 mM na auséncia e na presenca de E-64 a 1 pM. As
massas moleculares, expressas em kDa, estdo representadas na esquerda. (B) ELISA demonstrando o
padrado de reatividade dos extratos celulares (5 pg) de P. serpens e T. cruzi contra dilui¢bes seriadas do
anticorpo anti-cruzipaina. Os resultados expressos no grafico ja foram descontados os valores de
reatividade com soro pré-imune.
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Figura 19: Expressio de moléculas semelhantes a cruzipaina em extrato celular e sobrenadante
condicionado de P. serpens. ELISA demonstrando o padrdo de reativdade dos extratos celulares e
extracelulares (5 pg) de promastigotas de P. serpens contra dilui¢es seriadas do anticorpo policlonal anti-
cruzipaina ou soro de paciente chagasico. Os graficos expressam resultados de absorbancia obtidos com soro
imune substraidos dos resultados com soro ndo imune.
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Figura 20: Soro de pacientes chagasicos e anti-cruzipaina - reconhecimento de antigenos em P. serpens e
T. cruzi. (A) Citometria de fluxo demonstrando a ligagdo do anticorpo anti-cruzipaina e do soro de paciente
chagasico na superficie de P. serpens (Ps) e T. cruzi (Tc). Os parasitos foram incubados na auséncia
(autofluorescéncia) ou na presenca dos anticorpos, como descrito no material e métodos e analisados em
citometro de fluxo. (B) Western blotting demonstrando o perfil de polipeptidios reconhecidos pelo soro de
paciente chagésico nos extratos celulares totais de P. serpens e T. cruzi, assim como no sobrenadante de P.
serpens (Spes). O sobrenadante condicionado de P. serpens foi também revelado utilizando-se o anticorpo
anti-cruzipaina. Os ntimeros a esquerda indicam as massas moleculares aparentes, expressas em kilodalton.
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Figura 21: Modulacdao da expressio de moléculas semelhantes a cruzipaina por diferentes substratos
protéicos. (A) Citometria de fluxo demonstrando a ligacdo do anticorpo anti-cruzipaina a superficie de P.
serpens apds incubagdo dos parasitos vivos com diferentes compostos protéicos durante 3 h: hemoglobina
(Hgb), imunoglobulina G (IgG), soro fetal bovino (SFB), mucina, soro albumina humana (HSA) e soro
albumina bovina (BSA). (B) Os parasitos também foram incubados com concentragdes crescentes de extrato
natural de tomate (0,1-10%) e analisados através do citometro de fluxo para determinar a expressdao de
moléculas semelhantes a cruzipaina. (C) Promastigotas de P. serpens foram incubados em PBS glucose 2%
suplementado com glandulas salivares intactas de O. fasciatus e alternativamente inoculados neste inseto
fitéfago e recuperados da hemolinfa 4 dias apds a infeccdo. Assim como descrito para os experimentos
anteriores, a expressdo de moléculas semelhantes a cruzipaina foi analisada através de citometria de fluxo.
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> Parte III: Secrecao de peptidases por P. serpens

4.13) Liberagao de cisteina peptidases semelhantes a cruzipaina por P. serpens

O item 4.7 descreveu o ensaio imunocitoquimico realizado com o anticorpo anti-
cruzipaina e promastigotas de P. serpens. Este anticorpo foi capaz de reconhecer moléculas
semelhantes a cruzipaina em toda a extensdo da membrana plasmaética, corpo celular, flagelo e
compartimentos intracelulares, como observado na figura 16. Curiosamente, moléculas
similares a cruzipaina também foram detectadas na bolsa flagelar, livres ou associadas a
pequenas vesiculas membranares, o que sugere a possivel secrecdo destas moléculas para o
meio extracelular. Com o objetivo de confirmar a liberacdo destas proteinas para o meio
extracelular, foi realizado inicialmente um Western blotting utilizando-se o sobrenadante de
cultura (BHI) concentrado obtido ap6s crescimento de P. serpens. Os resultados demonstraram a
presenca de um polipeptidio reativo de 40 kDa, encontrado também no extrato total e na fracao
de membrana deste parasito (Fig 22A). Em paralelo, para determinar se no extrato extracelular
de P. serpens havia a atividade de cisteina peptidase, foi realizada uma dosagem quimica
utilizando-se gelatina soltvel como substrato protéico. Inibidores especificos das quatro
principais classes de peptidases foram utilizados neste ensaio para confirmar a natureza das
enzimas liberadas por P. serpens. Os inibidores de cisteina peptidases testados (E-64, leupeptina
e cistatina) foram capazes de reduzir significativamente a atividade proteolitica secretada
detectada em relagdo ao controle. Ja os inibidores utilizados contra as classes de metalo- (1,10-
fenantrolina e EDTA), serina- (PMSF e TLCK) e aspértico- (pepstatina A) ndo modularam de
forma significativa a atividade catalitica da peptidase extracelular, com excecao do EGTA (Fig
22B). O E-64, inibidor de cisteina peptidase, reduziu a atividade proteolitica secretada de forma

dose-dependente (Fig 22B, inset).

4.14) Degradacao de diferentes substratos protéicos pelas enzimas proteoliticas
extracelulares de P. serpens

Como ja comprovado através de varios ensaios descritos anteriormente, as cisteina
peptidases similares a cruzipaina expressas por P. serpens estdo distribuidas em varios
compartimentos celulares deste parasito, o que inclui regides citoplasmaticas e de membrana.

Além disso, como descrito no item anterior, estas enzimas podem ser liberadas de forma ativa

para o meio extracelular. No presente ensaio, a atividade de cisteina peptidase foi confirmada
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através do uso de um substrato sintético especifico. Para tanto, promastigotas de P. serpens foram
submetidos a extracio de membrana com Triton X-114; as fracdes obtidas e o sobrenadante
condicionado (PBS-glucose) foram utilizados para quantificar a atividade proteolitica. A atividade
de cisteina peptidase foi duas vezes maior quando quantificada em compartimentos
citoplasmaéticos quando comparados as regides de membrana ou no sobrenadante (Fig 23A).

As cisteina peptidases associadas as células de P. serpens, citoplasmaéticas ou de
membrana, sdo capazes de degradar uma grande variedade de substratos protéicos, como ja
descrito anteriormente. Desta forma, com o objetivo de avaliar a capacidade hidrolitica das
enzimas liberadas para o meio extracelular, o sobrenadante condicionado foi incubado com
diferentes substratos protéicos na auséncia e na presenca de inibidores proteoliticos especificos.
Os resultados indicaram que a cisteina peptidase extracelular é capaz de clivar BSA, HSA,
hemoglobina, IgG, mucina e proteinas presentes no SFB. E-64 foi capaz de reduzir
significativamente a atividade catalitica destas enzimas liberadas para o meio extracelular (Fig

23B).
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Figura 22: Liberacdo de cisteina peptidases semelhantes a cruzipaina por P. serpens. (A) Western blotting
demonstrando polipeptidios semelhantes a cruzipaina detectados no extrato celular total (a), fragdo de
membrana obtida ap6s extracdo com Triton X-114 (b) e sobrenadante (c) de P. serpens. O extrato celular total
de epimastigotos de T. cruzi foi utilizado como controle positivo (d). Os nliimeros a esquerda indicam as
massas moleculares aparentes dos polipeptidios reativos, expressas em kilodalton. (B) Andlise quantitativa
da atividade proteolitica extracelular de P. serpens. Neste experimento, o sobrenadante de cultivo foi tratado
com diferentes inibidores proteoliticos: pepstatina A 1 uM, E-64 1 uM, leupeptina 1 uM, cistatina 1 uM,
antipaina 1 pM, PMSF 1 mM, TLCK 1 mM, 1,10-fenantrolina 1 mM, EDTA 1 mM e EGTA 1 mM. A gelatina
foi entdo adicionada aos diferentes sistemas para incubacdo por 2 h a 37°C. Os resultados sdo expressos
como porcentagem da atividade remanescente em relagdo ao controle sem inibidor. A atividade detectada
no controle foi considerada 100%. Os valores representam médias de trés experimentos diferentes
realizados em triplicata. O inset demonstra o efeito de diferentes concentracdes de E-64 na atividade
extracelular de P. serpens. O sobrenadante utilizado neste ensaio estava livre de células, como confirmado
através de dosagem quimica de malato desidrogenase (resultado ndo demonstrado).
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Figura 23: Anilise quantitativa da atividade proteolitica em diferentes compartimentos celulares de P.
serpens. (A) Parasitos foram cultivados em BHI e lisados com adicdo de CHAPS para obtencdo do extrato
celular total. Alternativamente, parasitos foram submetidos a extracdo com Triton X-114 para obtencédo de
duas fracdes: hidrofilica (fracdo citoplasmatica) e hidrofébica (fracdo de membrana). A atividade
proteolitica foi mensurada através da hidrélise do substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC a 20 pM pelos
diferentes extratos do parasito. Os resultados sdo expressos através de unidades arbitrarias de fluorescéncia
(AFU). (B) Clivagem de diferentes substratos protéicos pelas peptidases extracelulares de P. serpens. O
sobrenadante de PBS-glucose condicionado foi incubado individualmente com soro albumina bovina
(BSA), soro albumina humana (HSA), hemoglobina (Hgb), imunoglobulina G (IgG), soro fetal bovino (SFB)
e mucina.Os resultados sdo expressos através de unidades arbitrarias de atividade proteolitica (AU). O
inset demonstra o efeito de E-64 e 1,10-fenantrolina sobre a atividade detectada no sobrenadante de P.
serpens.
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> Parte IV: Interacdo in vitro entre P. serpens e tomates da espécie

Solanum lycopersicum

4.15) Perfil de proteinas e quantificacdo da atividade proteolitica em P. serpens
cultivada em extrato natural de tomate

Como ja mencionado no inicio deste estudo, os perfis de proteinas e peptidases
sintetizados por P. serpens tém sido pouco explorados em trabalhos bioquimicos que se referem a
este parasito. Logo, a auséncia de estudos relativos aos eventos bioquimicos envolvidos na
interagdo P. serpens-S. lycopersicum (tomate) se torna um fato 6bvio. Desta maneira, através de
dosagens quimicas de atividade proteolitica e de SDS-PAGE foram evidenciadas as proteinas e
peptidases expressas por P. serpens quando cultivado em meio complexo suplementado com
diferentes concentracoes de extrato natural de tomate a 25 e 50 %.

A eletroforese, revelada através da coloracdo com Coomassie brilliant blue, demonstrou
um perfil de polipeptideos muito similar a células crescidas em BHI, independente da
concentragdo do extrato natural de tomate (dados ndo mostrados). Além do perfil de proteinas, a
expressdo de enzimas proteoliticas em P. serpens também foi avaliada através de dosagens
quimicas de atividade proteolitica utilizando-se BSA como substrato protéico. Os resultados
permitiram observar um aumento na expressao das cisteina peptidases produzidas por P. serpens
de acordo com a concentracao do extrato de tomate: parasitos crescidos em concentragdes altas de
extrato de tomate (50%) apresentam maior expressdo destas enzimas quando comparado ao

controle, isto ¢, flagelados crescidos na auséncia de extrato de tomate. (Fig. 24).

4.16) Deteccao de moléculas semelhantes a cruzipaina

Promastigotas de P. serpens sdo capazes de aumentar a expressio de moléculas
semelhantes a cruzipaina quando em contato com extrato natural de tomate por apenas 3 h, como
descrito no item 4.12. A partir deste resultado, com o objetivo de explorar adequadamente a
relacdo P. serpens-S. lycopersicum, os parasitos foram cultivados em meio complexo (BHI)
suplementado com diferentes concentracdes de extrato filtrado de tomate durante 48 h. Em
seguida, para determinar se as moléculas semelhantes a cruzipaina sofriam alguma modulacdo
exercida pela presenca do extrato do tomate no meio de cultura, os flagelados foram analisados
através de citometria de fluxo utilizando-se o anticorpo anti-cruzipaina. Os resultados indicaram

que concentragdes crescentes de extrato de tomate aumentaram a expressdo de moléculas
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N

homoélogas a cruzipaina na superficie do parasito, confirmando a existéncia de compostos
importantes no contetido do tomate, capazes de modular a expressdo de cisteina peptidases

produzidas por P. serpens (Fig. 25).

4.18) Infeccao in vitro de tomates (S. lycopersicum): deteccdo de moléculas

semelhantes a cruzipaina

Promastigotas de P. serpens foram capazes de aumentar a expressao de moléculas
semelhantes a cruzipaina quando em contato com extrato natural de tomate por apenas 3 h (item
4.12) e quando cultivados em meio complexo suplementado também com tomate por 48 h (item
4.17). Para que a analise da modulacdo exercida pela presenca de compostos do tomate nas
moléculas de P. serpens ficasse completa, foi realizado um novo ensaio: promastigotas foram
inoculados diretamente no tomate, cultivados por sete dias e coletados para andlise através de
citometria de fluxo. Os resultados confirmaram os dados obtidos anteriormente, uma vez que os
flagelados obtidos diretamente do tomate expressaram uma quantidade maior de moléculas

semelhantes a cruzipaina quando comparados com parasitos controles, ou seja, cultivados

somente em meio de cultura (Fig. 26).

4.19) Identificacao de receptor para P. serpens em S. lycorpersicum

A interagdo observada entre P. serpens e S. lycopersicum despertou curiosidade. Assim,
além de observar a modulacdo exercida pelos componentes presentes no tomate em relagdo a
expressao de moléculas semelhantes a cruzipaina, foi realizado também um experimento para
determinar a existéncia de um receptor protéico especifico existente no tomate para ligagdo do
parasito. Para tanto, o extrato protéico do tomate foi submetido a uma eletroforese em gel de
poliacrilamida para separacdo das proteinas; estas foram em seguida transferidas para uma
membrana de nitrocelulose. Paralelamente, promastigotas vivos de P. serpens foram biotinilados e
colocados em contato com a membrana contendo o extrato de tomates. Os resultados foram
evidenciados através de quimioluminescéncia utilizando avidina conjugada a peroxidase. Os
tflagelados foram capazes de se ligar a um receptor de aproximadamente 110 kDa. Curiosamente,
o tratamento prévio dos flagelados com anti-cruzipaina foi capaz de reduzir em
aproximadamente 50% a ligacdo destes parasitos ao receptor protéico do tomate, sugerindo

participacao das moléculas semelhantes a cruzipaina neste processo de interacdo (Fig. 27).
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Figura 24: Quantificacdo da atividade proteolitica em P. serpens cultivada em extrato natural de tomate.
Dosagem quimica da atividade proteolitica em P. serpens apds crescimento em meio complexo (BHI) por 48
h na auséncia (controle) e na presenca de diferentes concentragdes de extrato natural de tomate (25 e 50%).
Os asteriscos indicam os valores em que a atividade proteolitica, expressa em unidades arbitrarias (UA), é
diferente dos respectivos sistemas controle.
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Figura 25: Deteccio de moléculas semelhantes a cruzipaina em P. serpens cultivada em extrato
natural de tomate. Citometria de fluxo demonstrando o perfil de ligacdo do anticorpo anti-cruzipaina
a superficie de P. serpens apds crescimento dos flagelados em meio complexo (BHI) por 48 h na
auséncia (controle) e na presenca de diferentes concentragdes de extrato natural de tomate (25 e 50%).
Os parasitos foram coletados por centrifugacdo, lavados em PBS e incubados com anticorpo anti-
cruzipaina por 2 h. Em seguida estes foram incubados com anticorpo secundario conjugado a
fluoresceina e observados através de citometria de fluxo. A autofluorescéncia corresponde aos
parasitos tratados somente com anticorpo secundério.
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Figura 26: Infeccao in vitro de tomates (S. lycopersicum) - deteccao de moléculas semelhantes a
cruzipaina. Citometria de fluxo comparando o perfil de ligagdo do anticorpo anti-cruzipaina a
superficie de P. serpens apds crescimento dos flagelados por sete dias em tomate e em meio complexo
(BHI). Os parasitos foram coletados, separados por centrifugagdo, lavados em PBS e incubados com
anticorpo anti-cruzipaina por 2 h. Em seguida estes foram incubados com anticorpo secundério
conjugado a fluoresceina e observados através de citometria de fluxo. (1) Autofluorescéncia dos

crescidos em tomate.

parasitos crescidos em BHI. (2) Ligacdo do anti-cruzipaina aos flagelados crescidos em BHI. (3)
Autofluorescéncia dos parasitos crescidos em tomate. (4) Ligagdo do anti-cruzipaina aos flagelados
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Figura 27: Identificacdo de receptor para P. serpens em S. lycopersicum. Western blotting demonstrando a
ligacdo de P. serpens a um receptor protéico de 110 kDa presente no extrato de tomate. (1) Os parasitos
foram incubados com biotina durante 30 min a 4°C. Em paralelo, (2) tomates tipo salada foram macerados,
suas proteinas foram extraidas, separadas através de SDS-PAGE e transferidas para membrana de
nitrocelulose. (3) Os parasitos biotinilados vivos foram incubados na presenca e na auséncia do anticorpo
anti-cruzipaina e colocados em contato com a membrana durante 3 h. (4) As membranas foram reveladas
através de quimioluminescéncia e um receptor de 110 kDa foi observado, evidenciando a ligacdo de P.
serpens—tomate. Os parasitos incubados previamente com anti-cruzipaina tiveram sua capacidade de ligagao

ao receptor reduzida em aproximadamente 50%.
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5) DISCUSSAO

Em 1909, o género Phytomonas foi criado para designar os tripanossomatideos capazes de
parasitar plantas; estes foram descobertos inicialmente em euforbidceas e posteriormente
detectados em uma grande variedade de vegetais. Alguns parasitos estdo relacionados a
patogenias em plantas de grande importancia econdmica, tais como o café (DOLLET, 1984), coco
(PARTHASARATHY, 1976), mandioca (ARAGAO, 1927) e dendé (LOPEZ et al., 1975). Os parasitos
pertencentes ao género Phytomonas também podem ser encontrados infectando frutos comestiveis
e sementes, como o tomate, laranja, goiaba, uva e milho (DOLLET, 1984; JANKEVICIUS et al., 1993;
CAMARGO, 1990; CAMARGO, 1999).

De um modo geral, as plantas apresentam diversos mecanismos de protecdo contra
microrganismos fitopatogénicos (JACKSON et al., 1996; MALEK et al., 1999; STOTZ et al., 1999). Logo,
para que parasitos de plantas atuem como patégenos em seus hospedeiros, os mecanismos de
defesa devem ser superados. Os componentes mais importantes desses mecanismos sao
compostos protéicos, que se destacam como ferramentas eficazes de protecdo apresentando agao
antimicrobiana (ex: lectinas) ou atuando como inibidores de peptidases (FRITIG et al., 1998;
GARCIA-OLMEDO et al., 1998). Assim, a producao de enzimas proteoliticas representa uma das
estratégias mais eficazes dos fitopatdgenos contra os mecanismos de defesa das plantas. Através
destas peptidases os parasitos adquirem o necessario para proliferacdo e conseguem ultrapassar
as barreiras protetoras dos vegetais, pois podem clivar proteinas antimicrobianas e degradar
componentes protéicos de parede celular (revisado por MOSOLOV, 2001, 2004).

Nesse contexto, é notavel a importancia do estudo de enzimas proteoliticas em
microrganismos fitopatogénicos. Flagelados da espécie P. serpens sdo capazes de causar prejuizos
em tomates (Solanum lycopersicum), alterando caracteristicas morfolégicas e provocando queda na
qualidade desses frutos (PODLIPAEV, 1986). Desta maneira, tripanossomatideos desta espécie
podem potencialmente provocar prejuizos econdémicos, o que ressalta a relevancia do seu estudo.
Além disso, parasitos da espécie P. serpens representam excelentes modelos para estudos
bioquimicos e moleculares (CARVALHO et al., 1993; TEIXEIRA et al., 1997; FERNANDEZ-RAMOS et al.,
1999; VERMELHO et al., 2003; PAPPAS et al., 2005), uma vez que expressam similaridades descritas
com tripanossomatideos patogénicos para humanos (BREGANO et al., 2003; D’AVILA-LEVY et al.,
2006). Estes parasitos sdo também relevantes para estudos referentes a processos de interagao

parasito-inseto hospedeiro (D1AsS, 2003).
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Com base em todos os dados apresentados, se torna clara a relevancia do estudo com P.
serpens. Porém, existem poucos grupos de pesquisadores que dedicam seus trabalhos a
caracterizacdo bioquimica de moléculas expressas pelos flagelados dessa espécie. Logo, a
caracterizacdo bioquimica detalhada neste estudo procurou observar inicialmente a expressao de
polipeptidios e enzimas proteoliticas, investigando algumas variantes que possivelmente
provocariam modificagdes nestes perfis.

De uma maneira geral, os tripanossomatideos promovem mudancas em seu metabolismo
e organizagdo celular para obter os nutrientes necessarios a sua proliferacdo e sobrevivéncia.
Como ja4 mencionado anteriormente, as informagdes disponiveis sobre tais mudangas em
tripanossomatideos, especialmente em P. serpens, sdo extremamente escassas. No entanto, é
sabido que algumas formas adaptativas utilizam aminodcidos presentes nos hospedeiros para
obtencado de energia. Neste contexto, enzimas proteoliticas se destacam ao serem utilizadas pelos
tripanossomatideos para obtencdo de aminodcidos, uma vez que sdo capazes de hidrolisar
proteinas de forma eficaz. No entanto, a producdo de peptidases em tripanossomatideos esta
intimamente relacionada as condi¢des de cultivo: a composicdo quimica do meio é um dos
principais fatores que modulam a producdo diferencial destas enzimas, como ja descrito em
diversos trabalhos (SANTOS et al., 2001; NOGUEIRA DE MELO et al., 2002, 2006; D"AVILA-LEVY et al.,
2005). Para avaliar se tal modulagao também ocorria em P. serpens, os flagelados foram cultivados
em diferentes meios durante 96 h e curvas de crescimento foram construidas a partir da contagem
dos parasitos nesse periodo. A diferenca de proliferacdo celular de acordo com os meios de
cultivo foi notavel, indicando a importancia da composi¢do quimica destes para a multiplicacao
dos flagelados. O meio Warren favoreceu intensamente o crescimento de P. serpens, enquanto o
meio com extrato de levedura pareceu ndo apresentar os nutrientes adequados para uma
proliferacdo abundante. Apds andlise das curvas de crescimento, polipeptidios foram extraidos
dos tripanossomatideos e analisados através de SDS-PAGE. Desta maneira, foi possivel observar
se ocorria sintese diferencial de proteinas e peptidases entre parasitos cultivados em meios
distintos e parasitos em diferentes fases dos seus ciclos celulares. A andlise dos zimogramas
permitiu concluir que o perfil de proteinas e enzimas proteoliticas expresso por P. serpens
independe da fase do ciclo celular na qual o parasito se encontra e ndo sofre modulagdes
significativas quando os flagelados sdo cultivados em diferentes meios. A grande similaridade
dos perfis de proteinas e enzimas proteoliticas associadas as células dos parasitos sugere alguma

restricdo metabdlica, grande desvantagem para o parasito, uma vez que este é heteroxénico e
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encontra ambientes muito distintos durante o seu ciclo de vida (GIBBS, 1957; JANKEVICIUS et al.,
1988; JANKEVICIUS et al., 1989; FIORINI, 1993).

O perfil de proteinas apresentado pelas formas promastigotas de P. serpens é muito
complexo e revela a expressdao de polipeptidios com massas moleculares entre 15 e 250 kDa. Este
perfil também permite a identificacdo de proteinas com expressdo majoritdria, que apresentam
massas moleculares aparentes entre 25 e 85 kDa. Tamanha complexidade pode representar um
fator compensatério perante a restricdo metabdlica detectada quando o parasito sofre mudancas
de ambiente ou atravessa diferentes fases do seu ciclo celular. O perfil proteolitico é composto por
duas bandas majoritarias de 38 e 40 kDa, detectadas através de SDS-PAGE-gelatina e analisadas
através de densitometria. Esta andlise permitiu a deteccdo de diferencas quantitativas sutis na
expressao das peptidases nos quatro meios distintos: os meios BHI e Warren apresentaram halos
de digestao mais fortes nos zimogramas, quando comparados ao EL e LIT. De maneira similar,
Crithidia guilhermei também ndo apresenta alteracdes notdveis de perfil proteolitico quando
cultivada em quatro diferentes meios (NOGUEIRA DE MELO et al., 2002). Por outro lado,
Herpetomonas samuelpessoai, Herpetomonas megaseliae e Blastocrithidia culicis sofrem modulagdes
intensas de perfil enzimatico quando o tempo de incubagdo ou a composicdo quimica do meio de
cultivo sdo alterados (SANTOS et al., 2003, D”AVILA-LEVY et al., 2005, NOGUEIRA DE MELO et al.,
2006).

O efeito de inibidores na atividade proteolitica indica o tipo catalitico de uma peptidase.
Deste modo, as duas enzimas associadas as células de P. serpens foram classificadas como cisteina
peptidases, pois demonstraram susceptibilidade a inibidores especificos desta classe, como E-64,
leupeptina e cistatina. Comumente, cisteina peptidases atuam com pH o6timo em valores
proximos da neutralidade, embora algumas destas enzimas, como as lisossomais, sejam
extremamente ativas também em pH acidico (RAO et al., 1998). Através da andlise dos
zimogramas, notou-se uma peculiaridade em relacdo as cisteina peptidases expressas por este
flagelado: estas atuam em ampla faixa de pH (3,0 - 9,0), com atividade 6tima em pH acidico (5,0).
Outra caracteristica comum das cisteina peptidases é a relacdo de dependéncia entre a atividade
catalitica e a presenca de um agente redutor, como cisteina ou &cido cianidrico (HCN) (RAO et al.,
1998). A analise dos extratos celulares de P. serpens submetidos a SDS-PAGE-gelatina na presenca
e auséncia de agentes redutores confirmou a dependéncia das cisteina peptidases expressas pelos
tflagelados em relagao a tais agentes, como exemplo a L-cisteina e o DTT.

Em um vasto nimero de tripanossomatideos, cisteina peptidases sdo freqiientemente

detectadas em compartimentos citoplasmaticos acidicos, principalmente em lisossomos ou
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organelas similares (SOUTO-PADRON et al., 1990; BRANQUINHA et al., 1996; CAZZULO et al., 2001;
SAJID & MCKERROW, 2002). Além da localizagdo intracelular, as cisteina peptidases de flagelados
também podem atuar com propriedades cataliticas quando associadas as superficies das células.
Anédlises ultraestruturais e métodos bioquimicos possibilitaram a caracterizacdo de cisteina
peptidases associadas as membranas celulares de T. cruzi (SOUTO-PADRON et al., 1990; CAZZULO et
al., 2001) e outros tripanossomatideos (MOTTRAM et al., 2004, D AVILA-LEVY et al., 2004; SANTOS et
al., 2006). Através da extracdo de membrana com Triton X-114, as cisteina peptidases de 38 e 40
kDa produzidas por P. serpens foram detectadas na fracao hidrofilica - correspondente a porcao
citoplasmaética, enquanto apenas a enzima de 40 kDa foi também observada na fragdo hidrofébica
- correspondente a fracdo de membrana. Desta maneira, os resultados corroboraram os dados ja
descritos, uma vez que as cisteina peptidases de P. serpens foram encontradas majoritariamente
em compartimentos intracelulares, porém também apresentaram atividade quando associadas a
dominios de membrana.

A producdo de enzimas proteoliticas para degradar barreiras do hospedeiro é uma
estratégia comum utilizada pelos microrganismos para colonizar tecidos, provocar doengas e
superar mecanismos de defesa. Dessa forma, quanto maior for a plasticidade destas enzimas,
mais eficazes estas serdao em processos de colonizagdo do hospedeiro. Neste contexto, a
capacidade hidrolitica das cisteina peptidases associadas as células de P. serpens foi avaliada,
através de SDS-PAGE com diferentes compostos protéicos incorporados ao gel. Os resultados
evidenciaram que as enzimas proteoliticas do parasito apresentaram amplo espectro de clivagem,
sendo capazes de degradarem gelatina, albumina, caseina, hemoglobina, imunoglobulina, mucina
e extrato das glandulas salivares de O. fasciatus. Esta ampla capacidade hidrolitica pode auxiliar
os flagelados na obten¢do dos aminoacidos necessarios a nutri¢do e sobrevivéncia. Além disso,
tamanha flexibilidade pode também ser ttil para a degradagdo de peptideos antimicrobianos
produzidos por plantas, como ja mencionado anteriormente (MOSOLOV, 2001). Alternativamente,
estas enzimas podem atuar para superar os mecanismos de defesa do hospedeiro invertebrado,
como o sistema profenoloxidase (proPO). Este sistema é dependente da ativagdo de peptidases do
inseto (AZAMBUJA et al., 1999), que por sua vez podem ser degradadas pelas enzimas de P. serpens.
Logo, o amplo espectro catalitico das peptidases expressas por este tripanossomatideo pode ser
uma ferramenta valiosa na quebra das barreiras de defesa de plantas/insetos. Além desta funcao
hidrolitica de importancia 6bvia, as enzimas produzidas por P. serpens também podem ser tteis
na interagdo parasito-hospedeiro invertebrado. Nosso grupo de pesquisa ja sugeriu a importancia

destas moléculas em processos diretos de adesado entre parasitos e as glandulas salivares de O.
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fasciatus, um inseto fitéfago utilizado como modelo experimental (SANTOS et al., 2006, 2007). Nos
ensaios aqui demonstrados, as cisteina peptidases produzidas por promastigotas de P. serpens
foram capazes de clivar ao menos um polipeptidio de 115 kDa localizado na superficie das
glandulas salivares de O. fasciatus. Desta forma, sugere-se uma fungao indireta destas enzimas em
processos de interagdo, uma vez que tais peptidases podem clivar receptores de superficie
importantes, expondo epitopos essenciais para conexdes celulares entre parasito e tecido
hospedeiro.

Em 2003, BREGANO e colaboradores sugeriram a presenca de antigenos comuns entre P.
serpens e T. cruzi. De acordo com os dados apresentados por BREGANO e colaboradores, estes
tripanossomatideos, filogeneticamente distintos, compartilham moléculas antigénicas fortemente
reconhecidas pelos soros de pacientes com doenca de Chagas. Além disso, estes antigenos seriam
capazes de induzir imunidade protetora em modelo murino (BALB/c). No presente estudo, a
similaridade entdo descrita foi direcionada para as cisteina peptidases de P. serpens e a principal
cisteina peptidase do T. cruzi, a cruzipaina. As caracteristicas bioquimicas basicas da cruzipaina
representam os primeiros indicios de semelhanca: elevada atividade hidrolitica em pH acidico,
exigéncia de agente redutor e perfil de inibicdo. Todos estes atributos podem também ser
observados nas enzimas de P. serpens. Através do uso de anticorpos policlonais anti-cruzipaina,
foram realizados testes de aglutinacdo direta e microscopia de fluorescéncia; estas técnicas
revelaram os primeiros resultados que permitiam sugerir homologia entre as cisteinas peptidases
de P. serpens e a cruzipaina do T. cruzi. Em seguida, para corroborar os dados iniciais, foi
realizado um Western blotting testando as fra¢des hidrofilica e hidrofébica obtidas da lise dos
parasitos com Triton X-114. As enzimas de 38 e 40 kDa reagiram com o anticorpo policlonal,
indicando homologia tanto das peptidases localizadas em contetido citoplasméatico quanto
daquelas relacionadas a dominios de membrana. Os resultados da citometria de fluxo
comprovaram esse dado e a distribuicdo destas enzimas homologas a cruzipaina foi visualizada
através de ensaios imunocitoquimicos. Estes permitiram a observagao de moléculas semelhantes a
cruzipaina em toda a extensdo da membrana celular do parasito e em compartimentos
intracelulares, além da marcacdo evidente do flagelo e da bolsa flagelar.

A presenca de cisteina peptidases associadas a membrana plasmaética de T. cruzi via ancora
de GPI ja foi sugerida por FRESNO e colaboradores (1994). No presente estudo, a via de ligagao das
moléculas semelhantes a cruzipaina em P. serpens também foi investigada. Para tanto, foi
realizada uma citometria de fluxo utilizando anticorpo anti-cruzipaina em parasitos previamente

tratados com PLC e tripsina. E importante ressaltar que a PLC cliva moléculas de superficie
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ancoradas via GPI e a tripsina cliva moléculas protéicas presentes na membrana do parasito que
apresentam na sua composicdo quimica residuos carboxi-terminais de arginina ou lisina. Os
resultados permitiram sugerir que as cisteina peptidases expressas pelo parasito sao
provavelmente ancoradas via GPI a membrana do parasito. A localizacdo das cisteina peptidases
e a interacdo com a membrana plasmatica via dncora de GPI, caracteristicas identificadas até
entdo, acentuam a similaridade entre estas enzimas hidroliticas de P. serpens e T. cruzi.

Moléculas semelhantes a cruzipaina ndo sdo encontradas somente em P. serpens: a
presenca de cisteina peptidases com similaridade imunolégica com a cruzipaina de T. cruzi
também j4 foi descrita em Blastocrithidia culicis, um tripanossomatideo monoxénico que apresenta
um endossimbionte bacteriano em seu citoplasma (D’AVILA-LEVY et al.,, 2005). Coletivamente,
estes dados sugerem que a presenca de moléculas homoélogas a cruzipaina entre os membros da
familia Trypanosomatidae pode ser uma caracteristica conservada ao longo da evolucao. Este
traco pode ser observado também com outra peptidase: a gp63 (MSP ou leishmanolisina), a
principal metalopeptidase de Leishmania, pode ser observada em todos os tripanossomatideos
analisados até hoje, incluindo uma série de tripanossomatideos monoxénicos, Phytomonas
(D”AVILA-LEVY et al., 2006a, 2006b, revisado por Santos et al., 2006b), T. brucei (LACOUNT et al.,
2003) e T. cruzi (CUEVAS et al., 2003). Desta forma, embora proteinas semelhantes a cruzipaina
tenham sido descritas apenas em P. serpens e B. culicis, é plausivel supor que sejam encontradas
em outros tripanossomatideos, devido as suas semelhangas bioquimicas e metabdlicas.

Esta grande semelhanca encontrada entre os membros da familia Trypanosomatidae é um
reflexo 6bvio da proximidade filogenética existente entre seus membros. Como ja mencionado, é
extremamente comum encontrar os mesmos antigenos em tripanossomatideos distintos
(BREGANO et al., 2003; NOGUEIRA DE MELO et al., 2006; D"AVILA-LEVY et al., 2006a; SANTOS et al.,
2006, 2007). Essa repeticdo de moléculas pode ser uma ferramenta valiosa para o desenvolvimento
de drogas antiparasiticas ou métodos diagnésticos para doencas provocadas por estes
microrganismos. Até entdo, as cisteina peptidases de P. serpens foram caracterizadas
bioquimicamente e analisadas quanto a similaridade com a cruzipaina do T. cruzi. A partir dos
dados obtidos, o presente estudo entdo focou nesta similaridade, tendo a cruzipaina como alvo
principal de comparacdo entre os dois tripanossomatideos, tendo em vista sua clara importancia
para ambos os ciclos celulares.

Inicialmente, a atividade de cisteina peptidase foi comparada entre P. serpens e T. cruzi,
através do uso de um substrato sintético especifico. As formas epimastigotas de T. cruzi foram

capazes de produzir cisteina peptidases com atividade catalitica dez vezes maior quando
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comparada as enzimas produzidas por P. serpens. SDS-PAGE contendo gelatina como substrato
protéico demonstrou a presenca de uma cisteina peptidase majoritaria de 50 kDa no extrato
celular de T. cruzi e duas cisteina peptidases promovendo discretos halos de degradagdo em P.
serpens. Como esperado, o ensaio de ELISA demonstrou que as cisteina peptidases foram
reconhecidas pelo anticorpo anti-cruzipaina em titulos mais altos quando epimastigotas de T.
cruzi sdo testados e comparados a promastigotas de P. serpens. Em seguida, com o objetivo de
determinar se a cruzipaina estaria presente entre os antigenos totais compartilhados entre P.
serpens e T. cruzi, novos ensaios foram realizados utilizando anticorpo anti-cruzipaina e o soro de
um paciente com doenca de Chagas. Os resultados indicaram que os antigenos celulares e
extracelulares de P. serpens foram reconhecidos pelo soro chagésico, inclusive a molécula
semelhante a cruzipaina de 40 kDa. A cruzipaina é uma proteina extremamente antigénica em
individuos infectados com o T. cruzi, uma caracteristica relevante para o desenvolvimento de
vacinas contra doenca de Chagas em humanos (SCHNAPP et al., 2002). A maioria dos pacientes
chagasicos apresenta anticorpos reativos contra a cruzipaina presentes em seus soros (SHARFSTEIN
et al 1986; MARTINEZ et al 1991, 1993; GONZALEZ et al. 1996). A imunidade especifica induzida por
esta proteina independe da cepa do parasito e pode ser observada em pacientes de diversas
regides endémicas. Além disso, as células T especificas para cruzipaina geradas em individuos
infectados com T. cruzi sdo capazes de produzir IFN-y e ndo IL-4 (ARNHOLDT et al., 1993),
indicando que a cruzipaina induz resposta do tipo Th1, favoravel ao hospedeiro. Outros dados
sugerem que a imunizagdo de BALB/c com cruzipaina é capaz de induzir protecdo contra
infeccdo de mucosa com T. cruzi (SCHANPP et al., 2002). Todas estas informagdes confirmam a
importancia desta molécula durante o curso da doenga de Chagas.

O presente estudo descreve diversos ensaios para comprovar que o soro de pacientes com
doenca de Chagas é capaz de reconhecer um grande numero de antigenos em P. serpens,
incluindo a molécula semelhante a cruzipaina. Neste contexto, estes flagelados de plantas
poderiam entdo ser utilizados como uma fonte alternativa de antigenos imunogénicos para
doenga de Chagas, inibindo a progressao e curso natural da infec¢do: a imunizagdo oral com P.
serpens em modelo murino, por exemplo, ndo induz processos inflamatérios no tecido do coracao
e reduz a quantidade de amastigotas presentes neste tecido (PINGE FILHO et al., 2005).
Alternativamente, este tripanossomatideo ndo patogénico pode representar um modelo de
vacinagao contra infec¢do por T. cruzi (BREGANO et al., 2003; SANTOS et al., 2007). Estes protistas
também podem ser utilizados como uma fonte de antigenos vidvel, segura, ndo infectiva e barata

(LOPES et al., 1981; BREGANO et al., 2003; SANTOS et al., 2007), facilitando o diagndstico da doenca



XC

de Chagas, por exemplo. Vérias tentativas ja foram realizadas com o objetivo de estabelecer uma
imunizagdo confiavel e eficaz utilizando o T. cruzi: parasitos vivos e mortos (PEREIRA et al., 1990;
KIERZENBAUM et al., 1975), formas atenuadas (PAIVA et al., 1999), fracdes subcelulares (RUIZ et al.,
1986), transferéncia de soro imune (KRETTLI ef al., 1982) e imunizagado genética (COSTA et al., 1998).
Todas apresentaram sucesso limitado. Desta maneira, fica clara a importancia do estudo das
relagdes P. serpens-T. cruzi e do uso dos antigenos deste flagelado de planta como uma alternativa
imunogénica contra doenca de Chagas, como por exemplo, funcionando como um adjuvante na
formulacdo de novas vacinas.

As cisteina peptidases de P. serpens foram investigadas, caracterizadas bioquimicamente e
identificadas como moléculas homoélogas a cruzipaina de T. cruzi. Deste modo, uma nova etapa
deste estudo foi averiguar a possibilidade de liberacdo das cisteina peptidases associadas as
células de P. serpens. A secrecao de moléculas para o meio extracelular pode ser um mecanismo
adaptativo importante durante o ciclo de vida de um parasito. Metalopeptidases sao as principais
enzimas secretadas por Leishmania (YAO et al., 2007) e por todos os tripanossomatideos
monoxeénicos estudados até entdo (revisado por SANTOS et al., 2006b), com excegdo de Crithidia
deanei e Crithidia desouzai, que também liberam cisteina peptidases para o meio extracelular
(D"AVILA-LEVY et al., 2001). No presente estudo, a atividade de cisteina peptidase foi detectada no
sobrenadante de cultivo de P. serpens através de uma dosagem quimica quantitativa utilizando a
gelatina como substrato protéico. Esta atividade proteolitica extracelular foi fortemente reduzida
por inibidores especificos de cisteina peptidase, como: E-64, cistatina e leupeptina. Através do uso
de um substrato sintético especifico, foi possivel avaliar comparativamente a atividade de cisteina
peptidase em diferentes compartimentos celulares de P. serpens: estas enzimas sdo evidenciadas
em maiores quantidades em compartimentos intracelulares quando comparadas a fragdo de
membrana ou sobrenadante de cultivo. Embora as peptidases liberadas tenham mantido sua
capacidade hidrolitica ativa, uma vez que foram capazes de degradar diferentes compostos
protéicos, a atividade detectada é duas vezes menor quando comparada as enzimas hidrofilicas.
Além disso, para determinar a homologia com a cruzipaina destas enzimas liberadas, o
sobrenadante de cultivo foi testado com o anticorpo anti-cruzipaina através de Western blotting.
Um polipeptidio reativo de 40 kDa foi detectado no sobrenadante; este também foi evidenciado
na fracao hidrofébica e extrato celular total de P. serpens. Todos estes resultados confirmam dados
anteriores que descreveram a presenca de moléculas semelhantes a cruzipaina na bolsa flagelar
do parasito, local a partir do qual moléculas sdo liberadas para o meio extracelular em

tripanossomatideos. Curiosamente, em T. cruzi o mesmo fendmeno pode ser observado:
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tripomastigotas sdo capazes de secretar cisteina peptidases para o ambiente, incluindo a
cruzipaina (YOKOYAMA-YASUNAKA et al., 1994). Além disso, esta molécula também pode ser
observada na bolsa flagelar do parasito (CAZZULO et al., 1997, 2001).

Até entdo, as cisteina peptidases de P. serpens foram caracterizadas bioquimicamente,
identificadas como moléculas homoélogas a cruzipaina do T. cruzi e estudadas quanto a sua
secrecdo para o meio extracelular. P. serpens é um flagelado heteroxénico, capaz de encontrar
ambientes extremamente distintos durante seu ciclo de vida, como ja extensivamente descrito no
presente estudo. Desta forma, a etapa seguinte deste estudo foi avaliar o comportamento destas
cisteina peptidases homoélogas a cruzipaina frente a diferencas de ambiente. Para tanto, os
flagelados foram incubados com diferentes substratos protéicos e a expressdo das moléculas
semelhantes a cruzipaina foi avaliada através de citometria de fluxo. Os resultados indicam que
alguns compostos protéicos, tais como hemoglobina e IgG, foram capazes de aumentar
significativamente a expressdo de cisteina peptidases na superficie de P. serpens, fendbnomeno que
também ocorre com parasitos incubados com concentracdes crescentes de extrato de tomate ou
retirados diretamente da hemolinfa de O. fasciatus. Estes dados sugerem que os distintos
ambientes encontrados por P. serpens durante seu ciclo celular - tomates e hemolinfa de insetos -
promovem notaveis alteracdes na maquinaria celular deste flagelado, o que sugere novamente a
importancia das moléculas semelhantes a cruzipaina em processos de interacdo parasito-
hospedeiro. O aumento da expressao destes homoélogos frente a IgG e hemoglobina remetem a
similaridade com a cruzipaina e a conservacdo destas moléculas na familia Trypanosomatidae,
uma vez que P. serpens ndo encontra naturalmente estas proteinas durante seu ciclo de vida.

O aumento da expressdo de cisteina peptidases de superficie promovido pela presenca de
extrato natural de tomate despertou interesse suficiente para levar o presente trabalho a uma
nova etapa: estabelecer o cultivo de P. serpens em extrato natural de tomate e avaliar o
comportamento das enzimas nestas condi¢des. O flagelado é capaz de crescer em meio complexo
(BHI) com até 50% de extrato natural de tomate. Através de dosagem quimica quantitativa
utilizando BSA como substrato protéico, foi possivel observar que a expressdo de cisteina
peptidases aumenta em parasitos cultivados com altas concentragdes de extrato de tomate, de
forma dose-dependente. Este resultado reflete na presenca de moléculas semelhantes a cruzipaina
na superficie de P. serpens: flagelados cultivados com 50% de tomate apresentam quantidade
significativamente maior destes homoélogos quando comparados a parasitos cultivados somente
em meio complexo. O aumento na expressdo de proteinas semelhantes a cruzipaina também pode

ser observado na interacao direta P. serpens-S. lycopersicum (tomate). O cultivo dos flagelados em



XCii

tomates maduros promoveu uma expressdao de cisteinas peptidases de superficie duas vezes
maior quando comparada a parasitos cultivados somente em BHI, dado obtido através de
citometria de fluxo utilizando o anticorpo anti-cruzipaina. A partir destes dados, o dltimo passo
destes ensaios foi determinar a presenca de um ligante no tomate para P. serpens, comprovando
diretamente a importancia das cisteina peptidases na relagdo deste flagelado com seu hospedeiro
vegetal e justificando seu aumento durante os processos de interacdo. Os resultados
demonstraram um polipeptidio de 110 kDa presente no extrato protéico do tomate que se liga a P.
serpens. A pré-incubacado dos flagelados com anticorpo anti-cruzipaina reduziu significativamente
a capacidade de reconhecimento deste polipeptidio, demonstrando a participacao de epitopos
presentes nas moléculas semelhantes a cruzipaina no processo de interacdo ligante-receptor.
Coletivamente, todos os dados tornaram notavel a participagdo das moléculas semelhantes a
cruzipaina para crescimento de P. serpens e interacdo com o hospedeiro S. lycopersicum.

As fungdes bioldgicas das peptidases em tripanossomatideos de plantas sdo pouco
conhecidas. Este estudo fornece alguns dados relevantes sobre enzimas proteoliticas de P. serpens,
um flagelado importante enquanto parasito de frutos e excelente modelo de estudo dentro da
familia Trypanosomatidae. As similaridades descritas com o T. cruzi ratificam a importancia de
estudar parasitos desta espécie, uma vez que estes sdo capazes de induzir imunidade protetora
contra a doenga de Chagas. Nesse contexto, os dados apresentados se mostram relevantes,

abrindo novas janelas para estudos futuros.
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6) CONCLUSOES

II.

1.

IV.

P. serpens produziu essencialmente duas peptidases citoplasmaéticas, ativas em
pH acidico, com massas moleculares aparentes de 38 e 40 kDa. Estas enzimas
foram fortemente inibidas por E-64, leupeptina e cistatina, inibidores especificos
de cisteina peptidases. Além disso, as cisteina peptidases de P. serpens
mostraram-se dependentes de agentes redutores, apresentaram um amplo
espectro catalitico e foram capazes de clivar antigenos de superficie presentes na
glandula salivar de Oncopeltus fasciatus, em especial um polipeptideo de 115
kDa. A peptidase de 40 kDa foi também detectada na superficie celular deste

titoflagelado, associada a membrana citoplasmaética via uma ancora de GPL

Os perfis de proteinas e peptidases nao sofreram altera¢cdes marcantes no que
tange sua composicdo qualitativa, mas sim quantitativa, quando promastigotas
de P. serpens foram cultivados em quatro diferentes meios de cultura,

independentemente da fase de crescimento.

As cisteina peptidases de P. serpens apresentaram reatividade imunolégica
cruzada com a cruzipaina de T. cruzi e com soro de paciente chagésico, como
comprovado através de ELISA, Western blotting, citometria de fluxo e
imunofluorescéncia. Além disso, proteinas exégenas, tais como: hemoglobina e
IgG, foram capazes de estimular a expressdao de moléculas similares a cruzipaina

na superficie de P. serpens.

A cisteina peptidase de 40 kDa produzida por P. serpens foi detectada numa
forma cataliticamente ativa no contetido extracelular, sendo capaz de degradar

um amplo espectro de substratos protéicos.

As cisteina peptidases de P. serpens estdo envolvidas em processos de interacao

entre o parasito e S. lycopersicum (tomate), seu hospedeiro natural. A presenca de
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extrato bruto de tomate foi capaz de estimular a expressido destas enzimas
homologas a cruzipaina. Além disso, estas moléculas também parecem ter
importancia na adesdo dos flagelados a proteinas presentes no tomate, com

énfase a um polipeptideo de 110 kDa reconhecido pelos parasitos vivos.

VI. As cisteinas peptidases de P. serpens parecem ter importancia também na
interacao com o hospedeiro invertebrado, uma vez que tiveram suas expressoes

aumentadas, ap6s infecgdo dos parasitos no inseto fitéfago O. fasciatus.

A figura 28 resume a importancia e enfatiza as possiveis funcdes das cisteina

peptidases de P. serpens.

interacdo com tomate

nutricdo / escape / adesdo

o

A R { Y
Ncrd 4R
—> )

interacdo com inseto

proliferacéio

Figura 28: Possiveis fun¢des das cisteinas peptidase de P. serpens. Promastigotas de P. serpens produzem
duas principais cisteinas peptidases de 38 e 40 kDa, que apresentam similaridades imunolégicas e
bioquimicas com a cruzipaina. Estas enzimas: (a) degradam diferentes compostos protéicos gerando um
aporte de aminoacidos para a nutricdo do parasito, (b) devido seu amplo espectro de acao, podem clivar
proteinas importantes geradas durante a resposta imune dos hospedeiros, bem como proteinas presentes na
superficie celular da glandula salivar do inseto fitéfago e proteinas presentes no tomate e (c) participam da
proliferagdo celular. Em contrapartida, inibidores de cisteina peptidases (CPIs) e anticorpos anti-cruzipaina
sdo capazes de inibir estes processos biolégicos relevantes ao desenvolvimento destes fitoflagelados.
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