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RESUMO 

FERNANDA MACHADO PEREIRA  

 
“E XPRESSÃO DE MOLÉCULAS SIMILARES À GP 63 EM HERPETOMONAS 

SAMUELPESSOAI: IMPLICAÇÕES FUNCIONAIS NA INTERAÇÃO COM O 

HOSPEDEIRO INVERTEBRADO E VERTEBRADO ” 
 

ORIENTADOR: ANDRÉ LUIS SOUZA DOSSANTOS 

 
Resumo da Dissertação de Mestrado submetida ao Programa de Pós-Graduação em Ciências 

(Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Góes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, 
como parte dos requisitos necessários para a obtenção do título de Mestre em Ciências Biológicas. 

 

Herpetomonas samuelpessoai, um tripanossomatídeo monoxênico, produz uma 

metalopeptidase de superfície de 66 kDa, que apresenta similaridades com a gp63 de 

Leishmania spp. Este estudo visou caracterizar a peptidase secretada e a de superfície 

desse parasito, assim como inferir uma função para essas enzimas. O extrato celular, a 

fração de membrana e o sobrenadante de cultivo foram aplicados em gel de SDS-PAGE 

para evidenciar o perfil de proteínas e em gelatina-SDS-PAGE para identificar a atividade 

proteolítica. Detectou-se uma metalopeptidase de 66 kDa em todas as 3 porções. Tanto 

a peptidase secretada quanto a de membrana apresentaram características bioquímicas (pH 

ótimo 6,0, temperatura ótima 37oC e sensibilidade a 1,10-fenantrolina) muito similares, 

sugerindo que se trata da mesma peptidase. Western blotting mostrou um polipeptídeo de 

63 kDa reconhecido pelo anticorpo anti-gp63, associado tanto ao extrato celular quanto ao 

sobrenandante. Citometria de fluxo e microscopia de fluorescência corrobororaram com a 

presença de moléculas similares à gp63 na superfície. Parasitos foram tratados ou não com 

1,10-fenantrolina (inibidor de metalopeptidase) ou p-CMPS (inibidor de fosfolipase C, 

PLC) e o sobrenadante foi analisado em gelatina SDS-PAGE, mostrando que a secreção 

era através de proteólise, uma vez que era inibida por 1,10-fenantrolina. Também foi visto 

que sua expressão não foi influenciada pela diferenciação celular, quando esta foi induzida 

pela temperatura ou pela presença de dimetilsulfóxido no meio de cultura. Além disso, a 

gp63 foi capaz de hidrolisar diferentes substratos protéicos, sugerindo um amplo espectro 

de utilização de substratos. Para implicar uma função à essa molécula, mosquitos da 

espécie Aedes aegypti foram alimentados com tampão contendo parasitos vivos: os 



 

        

parasitos foram capazes de colonizar o intestino desse inseto durante oito dias. Os 

parasitos foram pré-tratados com diferentes moduladores: inibidores de metalopeptidase, 

anticorpos anti-gp63 e PLC, resultando numa significativa redução da interação com 

intestinos explantados. Em adição, a pré-incubação de intestinos com gp63 purificada 

também causou inibição da adesão. Há também um aumento tanto da expressão da enzima 

na superfície quanto da secreção para o meio extracelular quando em contato com os 

intestinos. Visto a incidência de parasitoses oportunistas em pacientes HIV positivos, a 

relevância dessa molécula foi testada na interação com o hospedeiro vertebrado. Parasitos 

crescidos tanto a 26 quanto a 37°C eram capazes de se associar aos macrófagos peritoniais 

de forma crescente até o período de 4 horas, sendo debelados pela atividade microbicida 

dos macrófagos depois de 6 e 24 h. O pré-tratamento dos parasitos com 1,10-fenantrolina e 

anticorpos anti-gp63, assim como dos macrófagos com a gp63 purificada, foi capaz de 

diminuir a interação celular. Também foi observada uma maior secreção da enzima após o 

contato do parasito com o hospedeiro vertebrado.  
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“E XPRESSION OF GP63-LIKE MOLECULES IN HERPETOMONAS 

SAMUELPESSOAI: FUNCTIONAL IMPLICATIONS ON THE INTERACTION WITH 

THE INVERTEBRATE AND VERTEBRATE HOSTS ” 
 

ORIENTADOR: ANDRÉ LUIS SOUZA DOSSANTOS 

 
Resumo da Dissertação de Mestrado submetida ao Programa de Pós-Graduação em Ciências 

(Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Góes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, 
como parte dos requisitos necessários para a obtenção do título de Mestre em Ciências Biológicas. 

 

Previous works showed that Herpetomonas samuelpessoai, a monoxenous 

trypanosomatid, produces a great amount of a 66 kDa cell surface-located 

metallopeptidase, which shares similar properties with Leishmania spp gp63. This study 

aimed to characterize the extracellularly released and the major surface metallopeptidase 

of this parasite, as well as to infer a probable function for these enzymes. First, the parasite 

extract, the membrane fraction and the culture supernatant were applied on SDS-PAGE to 

evidence the protein profile and on gelatin-SDS–PAGE to identify the proteolytic activity. 

A metallopeptidase of 66 kDa was detected in all three extracts. The secreted and the 

surface proteolytic enzymes showed similar biochemical features (optimum pH 6.0, 

optimum temperature 37oC and sensibility to 1,10-phenanthroline), suggesting that they 

are the same peptidase. Western blotting assay revealed a polypeptide of 63 kDa 

recognized by the anti-gp63 antibody, present in the cellular extract as well as in the 

culture supernatant. Flow cytometric and fluorescence microscopy confirmed the presence 

of gp63-like molecules on the surface of H. samuelpessoai. In order to propose a secretion 

mechanism, parasites were treated or not with 1,10-phenanthroline (a metallopeptidase 

inhibitor) or p-CMPS (a phospholipase C inhibitor, PLC), and then the supernatants were 

analyzed on gelatin-SDS–PAGE, showing that the peptidase secretion was through 

autoproteolysis since it was inhibited by 1,10-phenanthroline. It was also seen that its 

expression is not influenced by cell differentiation when it is induced by temperature or by 

the presence of dimethylsulfoxide in the culture medium. Moreover, this peptidase was 

able to hydrolyze different proteinaceous substrates, suggesting a wide spectrum of 



 

        

substrate utilization. In an effort to implicate a possible role for this gp63, Aedes aegypti 

mosquitoes were fed with phosphate buffer containing live parasites. The parasites were 

capable of colonizing the A. aegypti gut during 8 days. Then, the parasites were pre-treated 

with different modulators, such as: metallopeptidase inhibitors, anti-gp63 antibodies and 

PLC, which resulted in a significant reduction on the interaction process. Moreover, the 

incubation of explanted guts with purified gp63 protein also caused a drastic inhibition on 

the adhesion process. It was also seen by flow cytometry and western blotting that there is 

an increase of both the surface expression of the enzyme and in the secretion to the 

extracellular environment when in contact with the insect guts. In view of the incidence of 

opportunistic parasites in HIV-positive patients, the relevance of this molecule was also 

tested on the interaction with vertebrate hosts. It was observed that parasites grown both at 

26 and at 37°C were able to associate to peritoneal macrophages in increasing levels up to 

4 hours, and then quashed by the macrophage microbicidal activity after 6 to 24 h. Pre-

treatment of H. samuelpessoai cells with 1,10-phenanthroline and anti-gp63 antibodies, as 

well as of macrophages with purified gp63, were also able to decrease the interaction. An 

increased secretion of the enzyme was observed after the parasite contact with the 

vertebrate host. Collectively, these results suggest that the metallopeptidase from H. 

samuelpessoai presents an important role in the interaction with the invertebrate and 

vertebrate hosts. 
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ABREVIATURAS 

 

BHI    – infusão de cérebro e coração (“brain heart infusion”) 

BSA   – soro albumina bovina 

C3   – proteína 3 do sistema complemento 

Ca+2   – íons cálcio 

CD4   – determinante celular de linfócitos T (“cell determinant”) 

CR3   – receptor de C3 

CRD    – determinante de reação cruzada (“cross reactive determinant”) 
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E-64   – L-trans-epoxisuccinil leucilmido-(4-guanidino) butano 

EDTA    – ácido etileno-diamino tetracético 

EGTA    – etileno glycol-bis (β-aminoetil éter) 

FITC    – isotiocianato de fluoresceína 

g   – gravidade 

GP63   – glicoproteína 63 kDa 

GPI    – glicosilfosfatidilinositol 

h   – hora 

HIV     – vírus da imunodeficiência humana 

IgG    – imunoglobulina G 

kDa    – kilodalton 

LDH   – lactato desidrogenase 

M   – molar 

mA   – miliampere 

Mg+2    – íons magnésio 

MHC    – complexo principal de histocompatibilidade 

min   – minuto 

ml    – mililitro 

mM    – milimolar 

mm   – milímetro 

MSP   – principal peptidase de superfície (“major surface peptidase”) 



 

        

Na+2    – íons sódio 

NADH   – nicotinamida adenosina dinucleotídeo 

NEM   – N-etilmaleimida 

nm   – nanômetro 

P    – fósforo 

p-CMPS  – p-cloromercuriofenilsulfônico 

pH    – potencial hidrogeniônico 

p-HMB   – p-hidroximercuriobenzoato 

PLC    – fosfolipase C 

PMSF    – fluoreto de fenilmetanosulfonil 

PSP – peptidase de superfície de formas promastigotas (“promastigote 

surface peptidase”) 

SDS    – dodecil sulfato de sódio 

SDS-PAGE   – eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS 

SFB   – soro fetal bovino 

sp.    – espécie 

TLCK    – N-p-tosil-lisina-clorometil cetona 

TPCK    – L-1-tosilamido-2-feniletil clorometil cetona 

U   – unidade 

V   – volts 

VSG   –  glicoproteína variante de superfície  

(“variant surface glicoprotein”) 

v/v   – volume por volume 

Zn+2    – íons zinco 

µg   – micrograma 

µl   – microlitro 

µm   – micrômetro 

µM   – micromolar 
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1) Família Trypanosomatidae 

 A família Trypanosomatidae pertence à ordem Kinetoplastida do sub-reino Protozoa, e 

foi proposta para agrupar exclusivamente os protozoários monoflagelados que possuem 

cinetoplasto, uma estrutura subcelular única que contém um agregado do DNA mitocondrial 

(k-DNA) (WALLACE,1966).  

Os tripanossomatídeos estão divididos em doze gêneros, de acordo principalmente 

com características morfológicas (forma do corpo celular, ponto de emersão do flagelo e 

posição do cinetoplasto em relação ao núcleo) (WALLACE,1979) e especificidade por 

hospedeiros (invertebrado, vertebrado e planta) (MCGHEE &  COSGROVE,1980; 

VICKERMAN,1994).  

 Os parasitos heteroxênicos possuem ao longo do ciclo de vida dois hospedeiros, sendo 

geralmente transmitidos de insetos a vertebrados ou plantas (WALLACE,1966; 

VICKERMAN,1994; MOMEM,2001) (Figura 1). Estes apresentam importante relevância na área 

médica, já que seus constituintes são potencialmente patogênicos ao homem (Ex.: Leishmania 

spp., Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei), assim como no setor agropecuário, devido 

aos prejuízos econômicos provocados pelo gênero Phytomonas, um pátogeno de vegetais 

(tomate, café, coco, mandioca, entre outras) (CAMARGO,1999) e pelo gênero Trypanosoma, 

causador de doenças em gado, eqüinos e camelos (HOARE,1972; MCGHEE &  

COSGROVE,1980). 

Os parasitos monoxênicos são representados pelos gêneros Blastocrithidia, Crithidia, 

Herpetomonas, Leptomonas, Wallaceina, Angomonas, Strigomonas e Rhynchoidomonas 

(revisto por SANTOS, BRANQUINHA &  D´AVILA -LEVY,2006) (Figura 1). Estes têm apenas um 

hospedeiro ao longo do ciclo de vida, sendo encontrados somente em invertebrados, 

principalmente em insetos, e teoricamente não causam doenças em humanos (HOARE &  

WALLACE,1966; VICKERMAN,1976; MCGHEE &  COSGROVE,1980; VICKERMAN,1994). 

Contudo, alguns estudos recentes reportaram o surgimento de parasitoses oportunistas, 

causadas por esses tripanossomatídeos classicamente não-patogênicos, principalmente em 

indivíduos infectados pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) (JIMÉNEZ et al.,1996; 

PACHECO et al.,1998; revisto por CHICARRO &  ALVAR ,2003). Alguns autores consideram a 

possibilidade de certas espécies de Herpetomonas e Crithidia serem isoladas de hospedeiros 

vertebrados e/ou plantas, sugerindo um ciclo de vida similar aos tripanossomatídeos 

heteroxênicos (MCGHEE &  COSGROVE,1980; CAMARGO,1999; SOUSA,2000). 

 



 

        

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
Figura 1: Relação espécie-hospedeiro dos tripanossomatídeos. Tripanossomatídeos heteroxênicos alternam entre 
hospedeiros invertebrados e vertebrados (seta vermelha) ou plantas (seta verde). O desenvolvimento dos 
parasitos monoxênicos ocorre em um único hospedeiro invertebrado (seta azul escura), embora 
tripanossomatídeos de insetos já tenham sido isolados de plantas e vertebrados (setas azuis claras). Os parasitos 
com nome em destaque (cinza) representam os novos gêneros (adaptado de SANTOS et al.,2007). 
 

 

1.1) Características gerais dos tripanossomatídeos 

De uma forma geral, os tripanossomatídeos são organismos unicelulares e eucariotos, 

logo possuem um núcleo e organelas intracelulares delimitadas por uma membrana bilipídica 

(WALLACE,1966; MCGHEE &  COSGROVE,1980; VICKERMAN,1994) (Figura 2). Destacam-se 

nestes organismos algumas características peculiares, como a presença de uma mitocôndria 

única e ramificada, que percorre todo corpo celular e cujo DNA consiste em uma rede de 

cadeias circulares concatenadas e compactas, denominada cinetoplasto (MASLOV &  

SIMPSON,1995). O glicossoma também é uma organela singular dessa família e está 

relacionado com o peroxissoma de organismos eucariotos superiores. Além de tornar a 

transformação de glucose em piruvato mais eficiente em tripanossomatídeos que em outros 

organismos eucariotos, já que compartimentaliza a via glicolítica (revisto por 

VICKERMAN,1994), o glicossoma também possui outras funções relacionadas à biossíntese de 

pirimidinas, recuperação de purinas, síntese de éter-lipídios e β-oxidação de ácidos graxos 

(revisto por MICHELS, HANNAERT &  BRINGAUD,2000). Outra estrutura peculiar é o 

acidocalcissoma, uma organela de caráter acídico que armazena íons, caracterizada por sua 

elétron-densidade e grande concentração de cálcio (Ca+2), fósforo (P), magnésio (Mg+2), sódio 

(Na+) e zinco (Zn+2), além de possuir em sua membrana várias proteínas trocadoras, o que 

ressalta sua importância na osmorregulação, armazenamento intracelular de energia e íons 

planta
invertebrado

vertebradoplanta
invertebrado

vertebrado



 

        

para diversos processos bioquímicos essenciais, como sinalização e diferenciação celular 

(revisto por DOCAMPO et al.,2005). Os tripanossomatídeos apresentam também citoesqueleto 

formado por uma camada de microtúbulos subpeliculares, associados entre si e à membrana 

plasmática, conferindo a forma celular e impedindo o tráfego de moléculas (revisto por 

GULL,1999). A região desprovida desses microtúbulos, a bolsa flagelar, representa o sítio para 

endocitose/exocitose de macromoléculas (VICKERMAN &  PRESTON,1976; DE SOUZA,1984; 

revisto por VICKERMAM ,1994). Outro componente dos tripanossomatídeos é o flagelo único 

composto basicamente por um axonema e um corpo paraxial, que emerge da bolsa flagelar e 

se encontra ancorado à célula pelos corpos basais, os quais estão associados à mitocôndria 

(revisto por LANDFEAR &  IGNATUSHCHENKO,2001). O flagelo é fundamental na locomoção do 

microrganismo, podendo em algumas espécies participar na adesão a tecidos hospedeiros 

(VICKERMAN,1990; VICKERMAN &  TETLEY,1990) (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2: Esquema geral da morfologia dos tripanossomatídeos (DOCAMPO et al.,2005) 
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Durante seu ciclo de vida, os tripanossomatídeos se defrontam com ambientes 

diferentes; ora um hospedeiro invertebrado, ora um hospedeiro vertebrado ou uma planta 

(Figura 1). Por isso, faz-se necessária a adaptação desses flagelados a diversos ambientes e 

isto se dá através de modificações morfo-fisiológicas nos parasitos. Essas diferentes formas 

evolutivas são caracterizadas pela morfologia do corpo celular, pela presença ou ausência de 

flagelo extracelular, local de emersão do flagelo e posição do complexo flagelo-bolsa flagelar-

cinetoplasto em relação ao núcleo (HOARE &  WALLACE,1966; WALLACE,1977; YOSHIDA et 

al.,1978; VICKERMAN,1990,1994; TEIXEIRA et al.,1997) (Figura 3). 

A reprodução desses tripanossomatídeos é assexuada e ocorre por divisão binária 

(MCGHEE &  COSGROVE,1980), embora existam relatos sugerindo troca de material genético 

em algumas espécies (VICKERMAN,1990; SOUSA, PEREIRA &  CÔRTE-REAL,1997; SANTOS et 

al.,2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3: Formas evolutivas dos tripanossomatídeos (adaptado de SOUSA,2000). 

 

1.2) Tripanossomatídeos inferiores 

 Os tripanossomatídeos monoxênicos, juntamente com os heteroxênicos do gênero 

Phytomonas, constituem um grupo denominado informalmente de “tripanossomatídeos 

inferiores” (WALLACE,1966). As diversas similaridades com patógenos humanos clássicos 

ressalta o interesse no estudo desse grupo (WALLACE,1966; MCGHEE &  COSGROVE,1980; 

VICKERMAN,1994; PODLIPAEV,2000), quando enfocam a busca de possíveis antígenos para 

aplicações imunológicas em bioensaios (SOUZA et al.,1974), o possível uso no biocontrole de 

vetores ou patógenos (SCHAUB,1992) e o seu emprego como modelos para estudos 

fisiológicos, bioquímicos, moleculares, ultraestruturais e desenvolvimento de novas drogas 

Promastigota Paramastigota Opistomastigota Coanomastigota

Amastigota Esferomastigota Tripomastigota Epimastigota

Promastigota Paramastigota Opistomastigota Coanomastigota

Amastigota Esferomastigota Tripomastigota Epimastigota



 

        

quimioterápicas (MCGHEE &  COSGROVE,1980; VICKERMAN,1994). Alguns tripanossomatídeos 

inferiores são facilmente cultivados axenicamente e estabelecidos experimentalmente em 

insetos, o que ressalta seu uso como modelo biológico dentro da família Trypanosomatidae 

(WALLACE,1979; MCGHEE &  COSGROVE,1980; VICKERMAN,1994). 

Além disso, algumas publicações demonstraram casos de doenças semelhantes a 

leishmanioses causadas por tripanossomatídeos inferiores em pacientes imunodeprimindos 

(geralmente infectados pelo HIV) (MCGHEE &  COSGROVE,1980; MCBRIDE et al.,1995; 

MONDAIN-MITON et al.,1995; JIMÉNEZ et al.,1996; PACHECO et al.,1998; IBRAHIM  et al.,1997; 

MILLER,2000; CHICARRO &  ALVAR ,2003). O aparecimento desses casos e o aumento 

crescente do número de indivíduos infectados pelo HIV podem, num futuro próximo, levar os 

tripanossomatídeos inferiores a figurar como importantes patógenos oportunistas em áreas de 

clima tropical, onde insetos hematófagos da ordem Diptera estão freqüentemente infectados 

por esses microrganismos (DEDET et al.,1995; DEDET &  PRATLOG,2000). Recentemente, 

BARRETO-DE-SOUZA e colaboradores (2008) demonstraram que a infecção in vitro de 

macrófagos por HIV-1 diminuía a capacidade dessas células fagocíticas profissionais de 

eliminar o protozoário não-patogênico Blastocrithidia culicis, além de facilitar sua replicação. 

Portanto, esses dados enfatizam a necessidade de melhor caracterizar parasitos “Leishmania-

like” isolados de pacientes com HIV e seus fatores de virulência, que permitem uma interação 

efetiva com hospedeiros vertebrados e invertebrados.  

 

1.2.1) Herpetomonas samuelpessoai  

A espécie Herpetomonas samuelpessoai é um parasito monoxênico, não patogênico e 

que é extensivamente usado como modelo em estudos fisiológicos, bioquímicos, 

ultraestruturais e moleculares (MCGHEE &  COSGROVE,1980). É facilmente cultivado em meio 

quimicamente definido ou em meio complexo preferencialmente a 26°C, temperatura de 

insetos invertebrados (ANGLUSTER et al.,1977; MCGHEE &  COSGROVE,1980). No entanto, são 

capazes de crescer também a 37°C, característica de tripanossomatídeos heteroxênicos que 

possuem um hospedeiro mamífero em seu ciclo de vida (ROITMAN , ROITMAN &  

AZEVEDO,1972). 

O gênero Herpetomonas é encontrado parasitando principalmente a ordem Diptera; no 

entanto, podem também ser encontrados em outras ordens, incluindo hemípteros e lepdópteros 

(WALLACE,1966; VICKERMAN,1976). A espécie H. samuelpessoai foi originalmente isolada do 

inseto predador Zelus leucogramus, pertencente à família Reduviidae (GALVÃO  et al.,1970).  



 

        

No entanto, várias outras espécies de Herpetomonas foram isoladas de outras diferentes 

classes de insetos, o que demonstra a capacidade deste gênero em colonizar distintos 

hospedeiros invertebrados. Como por exemplo, já foram isolados Herpetomonas sp. do inseto 

Aedes aegypti (WEINMAN &  CHEONG,1978). Além disso, MARÍN e colaboradores (2007) 

relataram o isolamento de parasitos do gênero Herpetomonas em tomates (Lycopersicon 

esculentum).  

Parasitos pertencentes ao gênero Herpetomonas apresentam durante seu ciclo de vida 

três estágios evolutivos: pro-, para- e opistomastigotas, caracterizados pela posição relativa do 

cinetoplasto ao núcleo (ANGLUSTER, BUNN &  DE SOUZA,1977). O mecanismo de 

diferenciação de H. samuelpessoai é desencadeado por mudanças na composição do meio de 

cultura, condições de incubação e por adição de substâncias no meio de cultura que interagem 

com componentes da membrana plasmática, como concanavalina A (SOUZA et al.,1980), 

drogas colinérgicas (THOMAS et al., ,1981a), lidocaína (THOMAS et al.,1981b) e 

dimetilsulfóxido (CASTELLANOS, ANGLUSTER &  DE SOUZA ,1981; SANTOS  et al.,2001). Essas 

substâncias induzem mudanças na composição sacarídica (SOARES et al.,1984; SANTOS  et 

al.,2002a), na carga de superfcie celular (SOARES et al.,1988), na síntese de proteínas (SANTOS  

et al.,2001), na produção de fosfatase (SANTOS et al.,2002b) e na expressão de enzimas 

proteolíticas (SANTOS  et al.,2003). 

Sabe-se também que H. samuelpessoai compartilha antígenos com Trypanosoma cruzi 

(WALLACE,1966; SOUZA et al.,1974) e Leishmania spp. (ETGES,1992; SCHNEIDER &  

GLASER,1993), fato que favorece a utilização deste protozoário como modelo conveniente 

para procura de novas drogas tripanocidas. Nesse sentido, culturas vivas de H. samuelpessoai 

já foram capazes de proteger parcialmente camundongos contra o desafio de formas 

sangüíneas de T. cruzi (SOUZA et al.,1974).  

Além disso, em 2003, H. samuelpessoai foi isolado do sangue de um indivíduo HIV-

positivo (MORIO et al.,2008). O paciente era um homem de 42 anos, morador do sul da 

França, sem nenhuma viagem recente para fora do país, que foi internado com febre (38,9°C) 

e dor de cabeça frontal contínua. O paciente trabalhava como florista, era homossexual, não 

tinha histórico de uso de drogas, mas era portador do HIV desde 1991, apresentando vários 

fracassos com diferentes terapias antiretrovirais. Durante sete anos, a contagem de suas 

células CD4+ foi de 20 células/mm3 e, além disso, apresentou diversas infecções oportunistas, 

como condiloma anal, herpes zoster e múltiplos episódios de candidíase oral. No momento da 

admissão no hospital, o paciente foi tratado com abacavir, lamivudine, ritonavir, amprenavir e 



 

        

cotrimoxazol. Seu exame físico foi normal, sem nenhuma anormalidade neurológica nem 

nenhum sítio primário de infecção. O exame laboratorial revelou uma moderada síndrome 

inflamatória, anemia, neutropenia e trombocitopenia. A biópsia da medula óssea, feita quatro 

dias após a internação, mostrou um processo regenerativo. Assim mesmo, exames buscando 

doenças bacterianas, virais, fúngicas e parasitológicas foram realizados no escarro, sangue, 

líquor e medula óssea, porém todos os resultados deram negativos. No entanto, sendo a 

leishmaniose endêmica no sul da França, uma amostra do sangue foi inoculada num meio de 

cultura específico e após quatro semanas um protozoário flagelado foi encontrado. A 

coloração de Giemsa revelou uma morfologia claramente diferente de promastigotos de 

Leishmania. Na identificação molecular, a comparação da porção 5S do rRNA revelou 92% 

de similaridade com uma seqüência de H. samuelpessoai e 99,8% de similaridade com 

Herpetomonas sp. Já a comparação da região 18S do rRNA revelou 99,8% de similaridade 

com a seqüência de H. samuelpessoai. Estes resultados sugerem que o protozoário pertencia 

ao gênero Herpetomonas e que era geneticamente relacionado à H. samuelpessoai (MORIO et 

al.,2008). Nesse sentido, o estudo desse protozoário torna-se ainda mais importante, uma vez 

comprovada a sua capacidade de infectar pacientes imunocomprometidos. 

 

2) Peptidases 

 As peptidases, proteases ou peptídeo-hidrolases são enzimas que clivam ligações 

peptídicas em proteínas ou fragmentos protéicos (Figura 4) (BARRETT, RAWLINGS &  

O’BRIEN,2001). As enzimas proteolíticas são ubíquas, sendo encontradas em sistemas 

biológicos diversos, como plantas, animais e microrganismos. Esta classe de enzimas 

hidrolíticas desempenha diversos papéis e são fatores essenciais no controle homeostático 

tanto em procariotos quanto em eucariotos. Logo, as peptidases são responsáveis pelos 

complexos processos envolvidos na fisiologia normal das células, assim como na 

patofisiologia de muitas doenças (NORTH,1982; MCKERROW et al.,1993; RAO et al.,1998; 

SAJID &  MCKERROW,2002; YAO, DONELSON &  WILSON,2003). 

Classicamente, as peptidases são classificadas baseadas em três critérios principais: (i) 

o tipo de reação catalisada, (ii) a natureza química do sítio catalítico e (iii) as relações 

evolutivas com referência à seqüência de aminoácidos e a estrutura da proteína (BARRET, 

RAWLING &  O’BRIEN,2001).  

 

 



 

        

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
Figura 4: (A) Esquema geral da ligação do substrato (rosa) ao sítio ativo de uma peptidase (vermelho). (B) 
Mecanismo de ação de uma peptidase (cinza) após ligação do substrato (verde) e conseqüente formação do 
produto (azul, laranja). (C) Ligação dos aminoácidos do sítio ativo da peptidase (S’1-S3) aos aminoácidos 
específicos do substrato (P’1-P3). (D) Exemplo ilustrativo da estrutura terciária de uma enzima, com sítio ativo 
evidenciado. (Adaptado de BOND &  BUTLER (1987), MEROPS database (http://merops.sanger.ac.uk)). 
 

 Dependendo do local de hidrólise na cadeia polipeptídica, as peptidases podem ser 

divididas em duas classes: as exopeptidases (E.C. 3.4.11-19), que clivam ligações peptídicas 

nas extremidades da cadeia, podendo ser genericamente denominadas amino- ou 

carboxipeptidases; e as endopeptidases (E.C. 3.4.21-99), que clivam ligações peptídicas 

internas na molécula do substrato (BOND &  BUTLER,1987; MCDONALD,1985; BARRET,1986) 

(Figura 5).  

As endopeptidases podem ser divididas em subclasses baseadas nos grupamentos 

químicos que se localizam no sítio ativo dessas enzimas. Elas podem ser do tipo cisteína, 

serina, metalo, treonina, aspártico e glutâmico endopeptidases. Algumas enzimas não se 

encaixam nessas subclasses e formam o grupo 3.4.99, de mecanismo catalítico desconhecido 

(revisto por BARRET, RAWLING &  O’BRIEN,2001) (Figura 5). 

 

 

Sítio Ativo 

Ligação peptidase – substrato 

Mecanismo de ação 

A 

B 

C 

Estrutura terciária 

D 



 

        

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: Esquema da classificação das peptidases quanto ao tipo de reação catalisada e a natureza química 

do sítio ativo (adaptado de BOND &  BUTLER,1987). 
 

A seqüência de aminoácidos na região amino-terminal das peptidases permite analisar 

as relações evolutivas existente entre estas; a identificação de similaridades estruturais reflete 

importantes correlações entre mecanismos catalíticos e outras propriedades (BARRET,1994). 

Através dessas análises comparativas, é possível determinar similaridades funcionais e 

estruturais entre peptidases desconhecidas e outras bem caracterizadas, como tripsina, 

pepsina, dentre outras. 

Atualmente, o sistema MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk) é sugerido para 

classificação das peptidases. Este sistema indica a classificação de determinada enzima 

proteolítica com base na sua estrutura e perfil de inibição. De acordo com este novo modelo, 

as peptidases são agrupadas em famílias com base na homologia da seqüência de aminoácidos. 

Famílias que apresentam origens evolucionárias similares são organizadas em clãs, 

classificação realizada de acordo com a estrutura terciária das enzimas que compõem tais 

famílias (RAWLINGS &  BARRETT,2000; BARRET, RAWLING &  O´BRIEN,2001; RAWLINGS, 

O’BRIEN &  BARRETT,2002; RAWLINGS, TOLLE &  BARRETT,2004a;2004b).  

Para que determinada peptidase seja alocada em uma família, esta deve apresentar 

similaridade com a seqüência de aminoácidos da unidade de peptidase (parte da enzima 

responsável pela atividade de hidrolase) da enzima representativa daquela família. As famílias 

são representadas por uma letra, que indica o tipo de mecanismo catalítico, e um número, 

adicionado seqüencialmente. O agrupamento das famílias em clãs reflete similaridades na 
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estrutura secundária, terciária e na seqüência de aminoácidos catalíticos. O clã é representado 

por duas letras: a primeira indica o tipo de mecanismo catalítico e a segunda é adicionada 

seqüencialmente. As letras usadas são ‘A’ (aspártico), ‘C’ (cisteína), ‘M’ (metalo), ‘S’ 

(serina), ‘T’ (treonina) ou ‘U’ (tipo desconhecido) (BARRETT, RAWLINGS &  O’BRIEN,2001). 

 
2.1) Inibidores Proteolíticos 

Muitos inibidores proteolíticos naturais e sintéticos têm sido identificados 

(BARRETT,1986; BODE & HUBER,1992). Inibidores naturais desenvolvem funções importantes 

na regulação pós-traducional da atividade proteolítica em microrganismos e em seus 

hospedeiros (LUSTIGMAN et al.,1992). Inibidores sintéticos são usados como ferramentas 

importantes na subclassificação das peptidases em seus grupos principais (BARRETT,1986). Os 

efeitos de inibidores sobre a atividade enzimática podem determinar a classe das peptidases 

(BARRETT,1994). Os inibidores proteolíticos podem ser agrupados de acordo com sua 

especificidade: aqueles que reagem com mais de uma classe de peptidase; os que são 

específicos por uma única classe; e finalmente, aqueles que possuem alta especificidade por 

uma única peptidase (BEYNON & BOND,1989).  

Todas as serina peptidases conhecidas são inibidas por diisopropilfluorfosfato (DFP ou 

DIFP) ou diisopropilfluorfosfofluorideto (DispF), muitas por fluoreto de fenilmetanosulfonil 

(PMSF), e algumas por clorometil cetonas [N-p-tosil-lisina-clorometil cetona (TLCK), L-1-

tosilamido-2-feniletil clorometil cetona (TPCK)]. Entretanto, PMSF e clorometil cetonas 

também inibem algumas cisteína peptidases. As cisteína peptidases são em geral inibidas por 

pequenas concentrações de p-hidroximercuriobenzoato (pHMB, o produto de hidrólise do p-

cloromercuriobenzoato), L-trans-epoxisuccinil leucilamido-(4-guanidino) butano (E-64) e 

reagentes alcalinos, tais como acetato de iodo, iodoacetamida e N-etilmaleimida (NEM). As 

aspártico peptidases são inibidas especificamente por pepstatinas e compostos diazoacetílicos, 

tal como o diazoacetil-L-fenil-metil éster. Metalo peptidases são geralmente inibidas por 

agentes quelantes, como ácido etileno-diamino tetracético (EDTA), quelante de Mg+2, etileno 

glicol-bis (β-aminoetil éter) (EGTA), que quela Ca+2, e 1,10-fenantrolina, quelante de Zn+2 

(RAO et al.,1998).  

 
2.2) Peptidases em Tripanossomatídeos 

 Os tripanossomatídeos produzem uma enorme variedade de peptidases com diferentes 

especificidades, tanto intra quanto extracelulares, além de peptidases de superfície 



 

        

(exopeptidases). Muitas delas já foram purificadas, caracterizadas e seus genes clonados e 

seqüenciados. É proposto que as peptidases desempenham diferentes funções de acordo com a 

fase do ciclo celular em que se encontra o parasito, sendo relevantes em diversos aspectos da 

relação parasito-hospedeiro, incluindo: adsorção, penetração, sobrevivência intracelular, 

replicação, diferenciação, escape do sistema imune e nutrição (revisto por MCKERROW et 

al.,1993; CAZZULO, STOKA &  TURK,1997; SAJID &  MCKERROW,2002). Além disso, devido a 

suas características estruturais não muito comuns, as peptidases de parasitos parecem ser alvos 

alternativos para o desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas (NORTH,1982; 

MCKERROW et al.,1993; MEDINA-ACOSTA, BEVERLEY &  RUSSELL,1993; MEDINA-ACOSTA, 

KARESS &  RUSSELL,1993; YAO, DONELSON &  WILSON,2003). 

Os estudos sobre as peptidases de tripanossomatídeos são relevantes por servirem de 

modelo para compreensão da função e evolução das peptidases em geral. A comparação de 

seqüências de aminoácidos, estruturas tridimensionais e mecanismo bioquímico de ação 

ajudam a decifrar o curso de evolução das peptidases (MEDINA-ACOSTA, KARESS & 

RUSSELL,1993; RAWLINGS, O’BRIEN &  BARRETT,2002; RAWLINGS, TOLLE &  BARRETT,2004a). 

 Nos tripanossomatídeos, as metalo e cisteína peptidases são as enzimas proteolíticas 

mais amplamente estudadas (NORTH,1982; MCKERROW et al.,1993; BRANQUINHA et 

al.,1994;1996; SANTOS et al.,2006;2007).  

 

3) Metalopeptidades 

 3.1) Leishmanolisina (Gp63 em Leishmania) 

As metalopeptidases são enzimas amplamente detectadas em diferentes espécies de 

tripanossomatídeos (BRANQUINHA et al.,1996; SANTOS et al.,2006;2007). A mais estudada e 

melhor caracterizada metalopeptidase expressa por um parasito constituinte da família 

Trypanosomatidae é uma glicoproteína de 60-65 kDa, denominada gp63, leishmanolisina, 

PSP (“promastigote surface peptidase”) ou MSP (“major surface peptidase”) (revisto por YAO, 

DONELSON &  WILSON,2003) (Figura 6). Já foram identificados genes que codificam proteínas 

homólogas à gp63 em T. brucei (NAJIB, EL-SAYED &  DONELSON,1997) e T. cruzi (CUEVAS, 

CAZZULO &  SÁNCHEZ,2003), além de peptidases com reação cruzada que foram detectadas em 

alguns tripanossomatídeos inferiores (INVERSO et al.,1993; SCHNEIDER &  GLASER,1993; 

revisto por SANTOS, BRANQUINHA &  D’A VILA -LEVY,2006). 

 

 



 

        

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: Estrutura da leishmanolisina de L. major. Representação das fitas da estrutura com o domínio N-
terminal mostrado em vermelho, o domínio central em verde e o domínio C-terminal em azul. Pontes dissulfeto 
estão mostradas em amarelo e o sítio ativo com o átomo de zinco é representado pela esfera rosa 
(SCHLAGENHAUF, ETGES &  METCALF,1998). 
 

Assim como a maioria das moléculas de superfície em tripanossomatídeos, essa 

glicoproteína está ligada à membrana via uma âncora de GPI (BORDIER et al.,1986), mas 

também pode ser detectada no meio extracelular. Como a sua secreção é fortemente inibida 

pelo quelante de metal 1,10-fenantrolina, sugere-se que este processo é dependente de 

autoproteólise (MCGWIRE et al.,2002; YAO et al.,2002). 

Diversas espécies de Leishmania spp. contêm classes distintas dos genes que 

codificam a gp63, os quais são regulados nos diferentes estágios do ciclo de vida dos 

parasitos. Todas elas têm pelo menos 6 cópias randômicas de genes relacionados intimamente, 

que codificam diferentes proteínas gp63; no entanto, algumas espécies podem ter até mais de 

,20 genes randômicos desta proteína (SZARFMAN et al.,1981; MEDINA-ACOSTA, BEVERLEY &  

RUSSELL,1993; STEINKRAUS et al.,1993). Uma simples interpretação para tal fato seria a de 

que múltiplas moléculas de gp63 poderiam apresentar diferentes funções durante o ciclo de 

vida de Leishmania (NAJIB, EL-SAYED &  DONELSON,1997). A gp63 é abundantemente 

expressa na superfície da forma promastigota procíclica (parasitos em fase log de 

crescimento) (ETGES, BOUVIER &  BORDIER,1987), que é infectiva ao inseto, tem sua expressão 

aumentada nas formas promastigotas metacíclicas infectivas ao homem (fase estacionária), e 

tem um baixo, porém detectável nível de expressão na forma amastigota intracelular 

(MEDINA-ACOSTA, BEVERLEY &  RUSSELL,1993; MEDINA-ACOSTA, KARESS &  RUSSELL,1993). 

Entretanto, nem todas as espécies de Leishmania expressam a gp63 na forma amastigota 

 



 

        

(revisto por YAO, DONELSON &  WILSON,2003). Conseqüentemente, essa proteína desempenha 

importantes papéis nos diferentes estágios do ciclo celular da Leishmania. 

A gp63 é uma endopeptidase capaz de hidrolisar diversos substratos protéicos in vitro, 

incluindo proteínas do soro: albumina, componentes do sistema complemento, fibrinogênio, 

hemoglobina e imunoglobulinas (BOUVIER et al.,1990), assim como componentes da matriz 

extracelular, tais como colágeno do tipo IV e fibronectina, o que facilita a migração do 

parasito através da membrana basal subendotelial, facilitando sua disseminação nos tecidos 

(MCGWIRE, CHANG &  ENGEMAN,2003). Porém, in vivo, os substratos da gp63 não são 

conhecidos. Essa ampla capacidade de degradação é um forte indicativo de que a enzima 

também auxilia na nutrição do parasito (revisto por SANTOS, BRANQUINHA &  D’A VILA -

LEVY,2006). Além disso, foi testada a hipótese de que a gp63 era capaz de proteger os 

parasitos dos efeitos citolíticos de vários peptídeos antimicrobianos, componentes importantes 

do sistema imune inato dos vertebrados (KULKARNI  et al.,2006). Foi visto que α- e θ-

defensinas, mangainina e catelicidinas têm uma atividade leishmanicida maior contra a 

espécie L. major após nocaute para gp63. Usando um análogo da magainina, a pexiganana, 

como modelo de peptídeo, mostrou-se que a evasão era devido a rápida e extensa degradação 

do peptídeo por parasitas selvagens. O tratamento de parasitas nocautes com pexiganana 

induzia a maior permeabilidade da membrana e expressão de características típicas de 

apoptose, incluindo diminuição do tamanho celular, exposição de fosfatidil serina assim como 

indução da via das caspases. Esses resultados mostram a gp63 como um fator de virulência, 

protegendo o parasito da morte programada induzida pelos peptídeos antimicrobianos 

(KULKARNI  et al.,2006). 

Várias possíveis funções já foram sugeridas para a molécula de gp63 quando o 

promastigota de Leishmania está presente no hospedeiro vertebrado, tais como: estímulo da 

fagocitose através dos receptores CR3 dos macrófagos (MOSSER &  EDELSON,1987; RUSSELL, 

TALAMAS -ROHANA & ZELECHOWSKI,1989; BRITTINGHAM  et al.,1995); auxílio no escape do 

sistema imune, clivando MHC de classe I (GARCIA et al.,1997) e suprimimdo a proliferação 

de células NK (natural killer) (LIEKE et al.,2008); auxílio na sobrevivência ao ataque 

microbicida dos macrófagos; escape do sistema complemento através da lise do componente 

C3 (CHAUDHURI &  CHANG,1988) e conversão do componente C3b em uma forma inativa – 

C3bi (BRITTINGHAM  et al.,1995); e diminuição da resposta das células T através da clivagem 

de receptores de superfície, como CD4 (HEY et al.,1994). Sabe-se também que a gp63 

purificada de L. donovani encapsulada em lipossomas catiônicos pode induzir uma proteção 



 

        

contra leishmaniose visceral em camundongos BALB/c quando desafiados poucos dias após a 

indução, assim como após doze semanas (BHOWMIICK, RAVIDRAN &  ALI,2008). 

Contudo, durante a colonização e interação com o inseto vetor, somente especulações 

são feitas sobre a relevância da gp63. Nesse contexto, sabe-se que a gp63 é 

predominantemente presente na superfície de promastigotas residentes no intestino do inseto 

vetor flebotomíneo (GRIMM et al.,1987; DAVIES et al.,1990). Entretanto, dados mostram que o 

nocaute dos genes da gp63 em L. major não interfere na sua sobrevivência dentro do inseto, 

uma vez que o número de promastigotas no intestino de Phlebotomus dubosqui foi 

comparável quando estes são infetados com as espécies selvagem e mutante (JOSHI et 

al.,2002). Contrariamente, na espécie L. amazonensis a diminuição da expressão de gp63, 

num primeiro momento da infecção, afeta o desenvolvimento dos parasitos dentro do inseto 

Lutzomyia longipalpis (HAJMOVÁ et al.,2004). Provavelmente, a gp63 desempenha funções 

diferentes nas distintas espécies de Leishmania no que se refere à interação com seus 

respectivos hospedeiros invertebrados (HAJMOVÁ et al.,2004). 

  

3.2) Gp63 no gênero Trypanosoma 

3.2.1) Trypanosoma brucei  

T. brucei é o agente causador da doença do sono em humanos e da nagana em bovinos, 

sendo disseminado em áreas extensas de diferentes regiões do continente africano (BANGS et 

al.,2001). Já foi observada em T. brucei a existência de múltiplos genes homólogos a gp63 de 

Leishmania (NAJIB, EL-SAYED &  DONELSON,1997; BANGS et al.,2001). Estes genes podem ser 

agrupados em três famílias (TbMSP-A, TbMSP-B e TbMSP-C), baseadas na diferença de 

expressão durante o ciclo de vida do parasito. As formas sanguíneas têm mRNA para os três 

tipos, enquanto as formas procíclicas, existentes no hospedeiro invertebrado, só possuem 

mRNA para TbMSP-B (GRANDGENETT et al.,2007). Além disso, quando expressos, esses 

genes codificam proteínas similares à gp63 (NAJIB, EL-SAYED &  DONELSON,1997; LACOUNT 

et al.,2003), que apresentam-se também como uma glicoproteína de superfície (BANGS et al., 

,1997) com atividade de zinco-metalopeptidase (LACOUNT et al.,2003). 

 Já se sabe que a gp63 homóloga desses tripanossomas contribui para aumentar a 

resistência contra o sistema complemento (MOSSER &  ROBERTS,1992; NAJIB, EL-SAYED &  

DONELSON,1997), auxiliando o parasito a burlar o sistema imune (DONELSON,2003). Além 

disso, a enzima está envolvida na proliferação do parasito no interior de seus hospedeiros 

(BANGS et al.,2001) e na diferenciação das formas sanguíneas para as formas procíclicas 



 

        

(GRANDGENETT et al.,2007). Entretanto, ainda é preciso investigar mais sobre a função da 

proteína homóloga à gp63 nesses tripanossomas e sua relação com a gp63 de Leishmania, já 

que esses tripanossomas não interagem com macrófagos nem têm nenhum estágio intracelular 

durante o seu ciclo de vida, que envolve humanos e insetos invertebrados – a mosca tsetsé 

(NAJIB, EL-SAYED &  DONELSON,1997). 

3.2.2) Trypanosoma cruzi 

T. cruzi é o parasito flagelado causador da doença de Chagas no continente americano, 

em especial na América Latina. Seu ciclo de vida é complexo, envolvendo um inseto vetor 

hematófago – um barbeiro – e um hospedeiro mamífero (CUEVAS, CAZZULO &  

SÁNCHEZ,2003).  

No caso da Leishmania, o número de genes de gp63 é variável, oscilando entre 6 e 20, 

sendo todos com regiões altamente conservadas (BUTTON et al., ,1989; WEBB, BUTTON &  

MCMASTER,1991; ROBERTS et al.,1993;  STEINKRAUS et al.,1993; VOTH et al.,1998). Em 

contraste, estudos de biologia molecular sugerem que em T. cruzi pelo menos 70 genes 

codificam para moléculas homólogas à gp63 (GRANDGENETT et al.,2000).  

GRANDGENETT e colaboradores (2000) verificaram que pelo menos 8 diferentes genes 

homólogos à gp63 são expressos nos estágios amastigotas e epimastigotas do ciclo de vida do 

T. cruzi, sendo que na fase epimastigota (a forma encontrada no inseto) a expressão é 

aumentada. Já foi mostrado também que os homólogos de gp63 expressos em T. cruzi 

apresentam um comportamento similar a zinco metalopeptidade e à gp63 de outros 

organismos (SCHLAGENHAUF, ETGES &  METCALF,1998; GRANDGENETT et al.,2000). 

Verificou-se que essa proteína homóloga à gp63 está ligada à membrana via uma âncora de 

GPI e participa da interação de formas tripomastigotas com células Vero in vitro (CUEVAS, 

CAZZULO &  SÁNCHEZ,2003). 

 

3.3) Gp63 em Tripanossomatídeos Inferiores 

O primeiro relato da presença de homólogo de gp63 em tripanossomatídeos inferiores 

foi em Crithidia fasciculata e H. samuelpessoai (ETGES,1992). A presença de uma 

metalopeptidase funcional conservada na superfície desses parasitos sugeriu que a gp63 em 

Leishmania não estaria envolvida somente na infecção de hospedeiros mamíferos, mas 

também contribuiria na sobrevivência dos parasitos dentro do trato digestivo do inseto, uma 

vez que o único ponto de interseção entre o ciclo de vida destes parasitos monoxênicos e os 

heteroxênicos é o inseto vetor. É interessante notar que a metalopeptidase de membrana 



 

        

presente na forma móvel de C. fasciculata era diferente da presente na forma aderente, 

sugerindo a expressão diferenciada de gp63, dependendo da fase de desenvolvimento do 

parasito (ETGES,1992). Já foi detectada a presença de um gene em C. fasciculata com elevada 

homologia à gp63 de Leishmania, que apresenta um local de ligação para o zinco e um 

provável sítio para adição de âncora de GPI (INVERSO et al.,1993).  

Outras similaridades entre gp63 de Leishmania e uma metalopeptidase de H. 

samuelpessoai foram demonstradas, como a presença da âncora de GPI, localização na 

superfície e sensibilidade a 1,10-fenantrolina (SCHNEIDER &  GLASER,1993). A 

metalopeptidase de 63 kDa expressa na superfície de H. samuelpessoai também foi detectada 

no conteúdo citoplasmático (SANTOS et al., 2002a), o que indicava a ocorrência de isoformas 

hidrofílicas ou a detecção da atividade enzimática da molécula precursora, que ainda não 

havia sido transportada para a membrana plasmática (SANTOS et al.,2003). De forma similar, 

L. mexicana apresenta uma proteína lisossomal, relacionada à gp63 de superfície, em 

amastigotas (ILG, HARBECKE &  OVERATH,1993). Células de H. samuelpessoai também são 

capazes de secretar para o meio extracelular a metalopeptidase de superfície de 63 kDa 

(SANTOS et al.,2002a). Provavelmente, em H. samuelpessoai essa metalopeptidase é expressa 

na superfície na forma de diferentes isoenzimas, já que três bandas distintas de proteólise 

foram observadas na região de 63 kDa, quando as células são fixadas e tratadas com 

fosfolipase C (PLC) (SANTOS et al.,2002a). A diferença na migração da gp63 em SDS-PAGE 

pode ser explicada pela heterogeneidade gerada pelos processos pós-traducionais, como a 

glicosilação (BORDIER et al.,1986). Corroborando este fato, a proteína gp63 de H. 

samuelpessoai foi capaz de se ligar à lectina Concanavalina A, fato atribuído à sua natureza 

glicoprotéica (SANTOS et al.,2002b). 

Proteínas com reação cruzada com a gp63 já foram detectadas em vários outros 

tripanossomatídeos inferiores, como por exemplo: B. culicis (D’A VILA -LEVY et al.,2005a), 

Crithidia deanei (D’A VILA -LEVY et al.,2003,2006a), C. fasciculata (ETGES,1992, INVERSO et 

al.,1993, BRANQUINHA et al.,1996), Crithidia guilhermei (BRANQUINHA et al.,1996, 

NOGUEIRA DE MELO et al.,2001, D’A VILA -LEVY et al.,2006a), Crithidia lucilae (JAFFE &  

DWYER,2003, BRANQUINHA et al.,1996), Herpetomonas megaseliae (NOGUEIRA DE MELO et 

al.,2006), Herpetomonas anglusteri e Herpetomonas roitmani (SANTOS et al.,1999; SANTOS et 

al.,2006), H. samuelpessoai (SCHNEIDER &  GLASER,1993, BRANQUINHA et al.,1996, SANTOS 

et al.,2003), Leptomonas seymouri (JAFFE &  DWYER,2003, SANTOS et al.,2005), Leptomonas 

collosoma, Leptomonas samueli, Leptomonas wallacei (PEREIRA et al.,2009), Phytomonas 



 

        

françai (ALMEIDA  et al.,2003, D’A VILA -LEVY et al.,2006a) e Phytomonas serpens (VERMELHO 

et al.,2003, D’A VILA -LEVY et al.,2006b) (Tabela 1). A ubíqua expressão desta molécula 

sugere que a gp63 vem sendo conservada ao longo da evolução, já que os tripanossomatídeos 

monoxênicos encontram-se próximos ao gênero Leishmania na árvore filogenética (Figura 7). 

Pensando assim, como o único ponto em comum entre os dois ciclos (os parasitos 

monoxênicos e heteroxênicos) é o hospedeiro invertebrado, sugere-se que a peptidase tenha 

alguma função no intestino do inseto vetor (ETGES,1992, INVERSO et al.,1993; SANTOS, 

BRANQUINHA &  D’A VILA -LEVY,2006), mas poucas evidências experimentais foram realizadas 

no intuito de confirmar esta hipótese (D’A VILA -LEVY et al.,2006a). Dessa forma, alguns 

estudos tentando elucidar a função da gp63 vêm sendo desenvolvidos em tripanossomatídeos 

inferiores, pois além de poder ser somente um vestígio evolucionário da era em que os 

tripanossomatídeos inferiores tinham outro hospedeiro, a molécula similar à gp63 pode estar 

protegendo o parasito da resposta imunológica do inseto ou então tem alguma função ainda 

não descoberta (NAJIB, EL-SAYED &  DONELSON,1997). 

 

         Tabela 1: Presença de Moléculas Similares à gp63 em Tripanossomatídeos Inferiores 

Tripanossomatídeo Massa molecular       Presença de âncora A tividade de             Ppapel na adesão
da proteína1 de GPI2 Metalo3 com invertebrado4

Blastocrithidia culicis 50 (c,s)                                   +                         50,55,76               não determinado

Crithidia deanei 62(c,s), 67 (c)                           +                            51,58                Aedes aegypti

Crithidia fasciculata 54 (s)a +a  59,63               não determinado

Crithidia guilhermei 62(c,s), 67(c)                não determinado 57,61                Aedes aegypti

Crithidia lucilae 75(s, 97(s), >100(s)           não determinado 55,61                 não determinado

Megaseliae scalaris

Herpetomonasmegaseliae 52(c,s), 60(c),63(c)                    +                         50,60,70            Aedes aegypti

Leptomonas seymouri 97(s)                         não determinado 65,70,78,80          não determinado

Phytomonas françai 62(c), 67(c,s)                    não determinado nãodeterminado Aedes aegypti

Phytomonas serpens 52(c), 60(c,s), 63(c)                    +                       não detectado Oncopeltus fasciatus
 

1 A massa molecular das proteínas similares à gp63 (em kDa) foi determinada por comparação com proteínas 
padrões após SDS-PAGE e Western blotting, usando anticorpo policlonal anti-gp63. (c) celular; (s) sobrenadante 
de cultura 
2 A presença da âncora de GPI foi detectada tratando os parasitos com fosfolipase C e incubando os polipetídeos 
liberados com anticorpo anti-CRD. 
3 Os números indicam as massas moleculares relativas em kDa das metalopeptidases detectadas por SDS-PAGE 
com gelatina incorporada ao gel. 



 

        

4 O possível papel dos homólogos da gp63 na adesão com o hospedeiro invertebrado foi determinado através de 
experimentos de interação. No caso do Aedes aegypti os parasitos se aderem ao intestino, no Oncopeltus 
fasciatus, às glândulas salivares. 
a O gene com alta homologia com gp63 foi clonado e seqüenciado em C. fasciculata, e esse gene contém um 
provável local para adição da âncora de GPI. (adaptado de SANTOS, BRANQUINHA &  D’A VILA -LEVY,2006). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Figura 7: Árvore filogenética evidenciando a proximidade dos tripanossomatídeos monoxênicos com 
Leishmania (Adaptado de MASLOV &  SIMPSON,1995). 

 
 

4) Interação entre Tripanossomatídeos Monoxênicos e Hospedeiros 
Invertebrados e Vertebrados 
 
  Os tripanossomatídeos monoxênicos proliferam no tubo digestivo do inseto e, 

eventualmente, invadem a hemolinfa. Diversos aspectos da associação parasito-hospedeiro já 

foram estudados utilizando-se como modelo vários gêneros de parasitos monoxênicos 

(MOLYNEUX,1977; MCGHEE &  COSGROVE,1980), contudo esses aspectos se restringiam 

principalmente ao nível ultraestrutural (BROOKER,1971; BAILEY &  BROOKS,1972b; 

Tripanossomatídeos Inferiores

Leishmania



 

        

BRUN,1974; LAUGÉ &  NISHIOKA,1977; MOLYNEUX &  ASHFORD,1975; MOLYNEUX, CROFT &  

LAVIN ,1981; ROWTON, LUSHBAUGH &  MCGHEE,1981; TIESZEN, HEYWOOD &  

MOLYNEUX,1983; TIESZEN, MOLYNEUX &  ABDEL-HAFEZ,1986; BEARD, BUTTLER &  

GREINER,1989; TIESZEN &  MOLYNEUX,1989). 

Já se sabe que o trato digestivo é o primeiro ambiente que o parasito encontra quando 

entra no hospedeiro, e a adesão às células epiteliais é essencial para sua sobrevivência 

(SINDEN &  BILLINGSLEY ,2001). Foi demonstrado que os tripanossomatídeos que contêm um 

endossimbionte em seu citoplasma interagem melhor com intestinos explantados de insetos 

(Aedes aegypti, Aedes albopictus e Lutzomyia longipalpis), quando comparado ao mesmo 

parasito livre de endossimbionte (cepas aposimbióticas) (FAMPA et al.,2003). Além disso, a 

ligação tanto do flagelo quanto do corpo celular com o epitélio do intestino do inseto é estável 

o bastante para suportar a colonização por estes tripanossomatídeos ao longo de vários dias 

(FAMPA et al.,2003). Também já foi demonstrado que o número de protozoários encontrados 

por intestino na interação entre B. culicis e Aedes albopictus foi semelhante ao que já havia 

sido reportado na interação de Leishmania major com Phlebotomus papatasi e Leishmania 

donovani com Phlebotomus argentipes, seus hospedeiros naturais, respectivamente (PIMENTA  

et al.,1994; SACKS et al.,1995), o que corrobora o uso do gênero Aedes como modelo de 

estudo para interação com tripanossomatídeos inferiores. Além disso, CORRÊA-DA-SILVA e 

colaboradores (2006) demonstraram que B. culicis era capaz de colonizar o intestino de A. 

aegypti por longos períodos, enfatizando a grande capacidade desse parasito em colonizar 

insetos vetores e reforçando a idéia de que tripanossomatídeos monoxênicos têm baixa 

especificidade pelos seus hospedeiros (WALLACE,1966; PODLIPAEV,2001; PODLIPAEV et 

al.,2004). 

Estudos foram conduzidos em vários aspectos do ciclo de vida de H. samuelpessoai, 

incluindo transmissão, infectividade, patogenicidade, órgão de colonização preferencial e 

ligação a tecidos hospedeiros (BECKER,1923a,b; STRICKLAND &  ROY,1925; WALLACE &  

CLARK,1959; BAILEY &  BROOKS,1972a,b; BRUN,1974). Na interação desses parasitos com 

Musca domestica, foram observados flagelados perto da inserção da glândula retal 

(HUPPERICH, CAMARGO &  MILDER,1992), diferentemente dos casos de interação entre 

Crithidia (TIESZEN, MOLYNEUX &  ABDEL-HAFEZ,1989), Leptomonas (LAUGÉ &  

NISHIOKA,1977; TIESZEN, MOLYNEUX &  ABDEL-HAFEZ,1986) e Blastocrithidia (SCHAUB &  

BOKER,1984; TIESZEN, MOLYNEUX &  ABDEL-HAFEZ,1986) e seus respectivos insetos 

hospedeiros. Células de H. samuelpessoai presentes em M. domestica apresentam-se 



 

        

majoritariamente como promastigotas, estando algumas células diferenciadas em 

paramastigotas. No modelo de infecção com M. domestica, os parasitos foram encontrados 

livres no intestino, ou presos à superfície do epitélio. Opistomatigotas foram encontrados em 

menores números no início da infecção nesses locais, porém estavam presentes no reto por 

todo o período da colonização. Os flagelados nunca foram encontrados no lúmen ou nos 

túbulos de Malphighi (HUPPERICH, CAMARGO &  MILDER,1992). Aparentemente, H. 

samuelpessoai mantém a infecção por longos períodos, provavelmente por contaminação 

fecal-oral, garantindo a perpetuação desses tripanossomatídeos na natureza (HUPPERICH, 

CAMARGO &  MILDER,1992).  

Na interação entre L. wallacei e Oncopeltus fasciatus somente são observados 

parasitos no intestino do inseto, encontrando-se livres de parasitos a hemolinfa e as glândulas 

salivares (MCGHEE &  HANSON,1962). Os sítios preferenciais são as porções média e final do 

intestino, no qual os parasitos encontram-se aderidos via flagelo (ROMEIRO et al.,2003).  

No momento da interação, a membrana celular do parasito é o primeiro ponto de 

contato com as superfícies do hospedeiro. Sendo assim, os glicoconjugados de superfície tanto 

da membrana celular do parasito quanto da célula hospedeira exercem funções importantes na 

interação entre diferentes tipos de microrganismos e seus hospedeiros (KARRISON,1989). Nos 

tripanossomatídeos, essa classe de moléculas está envolvida em processos de reconhecimento, 

adesão, adsorção, penetração, apresentação e variação de antígenos e virulência. Além disso, 

podem ter uma função reguladora nos processos de interação (NOLAN &  FARREL,1985; DE 

SOUZA,1989; PIMENTA et al.,1992; DE SOUZA,1995; MCCONVILLE,1995; COLLI &  

ALVES,1999; DESCOTEAUX &  TURCO,1999). Logo, são bastante relevantes os estudos que 

visam detectar e caracterizar moléculas de superfície, que sejam diretamente responsáveis 

pelo início ou persistência de uma possível infecção (DE SOUZA,1995). 

 Já se sabe que glicoconjugados de superfície de Leishmania spp. e de T. cruzi estão 

envolvidos em eventos importantes na interação com seus hospedeiros invertebrados 

(VILLALTA &  KIERSZEBAUM ,1983, ,1985; PIMENTA  et al.,1992). Em tripanossomatídeos 

inferiores das espécies Blastocrithidia culicis e Crithidia deanei mostrou-se que 

glicoconjugados ricos em ácido siálico, presentes na superfície, são capazes de auxiliar a 

interação com o intestino do inseto A. aegypti, uma vez que o pré-tratamento desses intestinos 

com mucina, fetuína, sialolactose e α-metil-D-manosídeo inibem consideravelmente a 

interação (D’A VILA -LEVY et al.,2005b). Da mesma forma acontece com a presença de 



 

        

moléculas sialiladas na superfície de H. megaseliae e a interação com o intestino de A. aegypti 

(SILVA  et al.,2009).  

Sendo conhecida a presença de um glicoconjugado de 63 kDa semelhante ao de 

Leishmania em tripanossomatídeos inferiores que supostamente vem sendo conservado 

evolutivamente, é interessante pesquisar o papel dessa molécula na interação com o 

hospedeiro invertebrado. No caso da espécie C. deanei, demostrou-se que a própria molécula 

similar à gp63 na superfície desses parasitos era importante na interação com o hospedeiro 

invertebrado (D’A VILA -LEVY et al.,2008). Para as espécies Leptomonas samueli e L. wallacei 

a molécula similar à gp63 também se mostra relevante, já que o pré-tratamento dessa vez dos 

parasitos com anticorpos anti-gp63 diminui a interação com a linhagem celular de Aedes 

albopictus (C6/36) (PEREIRA et al.,2009). Nesse sentido, a presença de proteínas similares à 

gp63 expressas em tripanossomatídeos inferiores já foi demonstrada como relevante na 

interação desses parasitos com intestinos de A. aegypti (revisado por SANTOS, BRANQUINHA, 

D’A VILA -LEVY,2006). 

As peptidases também são extremamente importantes na interação dos 

tripanossomatídeos com o hospedeiro vertebrado. Sabe-se que as cisteína peptidases de T. 

cruzi auxiliam a interação e a penetração das formas tripomastigotas nas células hospedeiras, 

(revisto por CAZZULO, STOKA &  TURK,1997). Em relação à cisteína peptidase de Leishmania 

(CPB), informações sobre o seu papel na interação com o hospedeiro foram obtidas criando 

um mutante deficiente em CPB. Foi mostrado que esses promastigotas mutantes infectam em 

menor proporção os macrófagos do que os parasitos selvagens (in vitro) e causam apenas 

pequenas lesões quando inoculados em camundongos BALB/c, pois possuem crescimento 

lento (MOTTRAM et al., ,1996). Já a metalopeptidase gp63 de Leishmania é um antígeno com 

importante papel na internalização dos parasitas por macrófagos (CHAKRABARTY et al.,1996; 

BRITTINGHAM et al.,1999; PUENTES et al.,1999). Essa peptidase possui seqüências gênicas 

relacionadas com a fibronectina que são reconhecidas por receptores na superfície dos 

macrófagos, contribuindo para um aumento da interação com o hospedeiro vertebrado 

(SOTERIADOU et al.,1992). Em relação aos tripanossomatídeos inferiores, no caso da espécie 

C. deanei, demostrou-se que a molécula similar à gp63 na superfície desses parasitos era 

capaz de auxiliar a interação com fibroblastos de mamíferos (MATTEOLI et al.,2008). 

Além disso, LLOYD-SMITH , POSS E GRENFELL (2008) demonstraram que o HIV-1 pode 

facilitar a invasão por parasitos, pois aumenta a susceptibilidade celular, causando assim a 



 

        

emergência de novas espécies parasitárias. Nesse sentido, ressalta-se a importância de 

compreender o papel funcional das peptidases na interação com os hospedeiros. 

 
4.1) Aedes aegypti –  modelo de inseto para estudos de interação  

O díptero da família Culicidae A. aegypti apresenta comportamento hematófago entre 

as fêmeas e fitófago entre os machos. É um mosquito pequeno, cujo corpo é escuro, com 

marcas brancas bem evidentes e pernas articuladas (Figura 8). Apresenta-se como vetor de 

viroses importantes, como a dengue e a febre amarela, e é bastante comum em áreas de clima 

tropical (http://www.institutohorus.org.br/download/fichas/Aedes_aegypti.htm, acessado em 

11/07/2009).  

  A. aegypti foi colonizado pelos parasitos da espécie B. culicis e, além disso, B. culicis 

e C. deanei foram capazes de se ligar aos intestinos extraídos desse mosquito (FAMPA et 

al.,2003). D´AVILA -LEVY e colaboradores (2006a) mostraram que os protozoários P. françai, 

C. deanei e C. guilhermei aderem ao intestino do A. aegypti, possivelmente mimetizando o 

reconhecimento natural do epitélio do intestino pelos parasitos. As moléculas similares à gp63 

nestes parasitos reconheceram uma proteína de aproximadamente 50 kDa no extrato protéico 

proveniente do intestino de mosquitos fêmeas de A. aegypti, apontando para a presença de um 

possível receptor para a gp63.  

 

 

 
 
 
 
 
 

Figura 8: (A) Foto do mosquito A. aegypti. (B) Fêmea do A. aegypti durante a sua alimentação com sangue 
(DOGGETT,2003). 

O intestino do mosquito é o primeiro tecido de interação com os parasitos, 

constituindo uma barreira a ser vencida por muitos deles (Figura 9). Ele é formado por uma 

camada simples de células epiteliais colunares, sendo o tipo predominante cheio de 

microvilosidades (ZIELER et al.,2000). Estudos ultraestruturais realizados com intestinos 

parasitados por Plasmodium gallinaceum mostraram que oocinetos interagem com as células 

epiteliais e induzem mudanças morfológicas, como inchaço celular e desenvolvimento de 

“blebs” de membrana na superfície e aparecimento de vesículas (ZIELER et al.,1998). Já na 

interação entre B. culicis e A. aegypti, o parasito insere o flagelo entre as microvilosidades das 
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células epiteliais, preferencialmente nas regiões de junções, sendo capazes de atingir a 

hemolinfa e destruir essas junções (CORRÊA-DA-SILVA et al.,2006).  

Além disso, NOGUEIRA DE MELO e colaboradores (2006) mostraram que os perfis de 

interação entre H. megaseliae e seu hospedeiro natural (Megaselia scalaris) e o mesmo 

parasito com o A. aegypti (hospedeiro experimental) foram muito similares. Logo, com todas 

essas evidências e sendo de fácil manutenção em colônias em laboratório, o A. aegypti pode 

ser um importante modelo nos estudos de interação entre tripanossomatídeos e seus insetos 

hospedeiros. 
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Figura 9: Esquema do trato digestivo do Aedes aegypti e corte histológico do intestino médio deste mosquito 

(adaptado de SWAN &  PAPP,1972). 
 
  

4.2) Macrófagos peritoniais – modelo de interação com hospedeiros 

vertebrados  

O surgimento das parasitoses oportunistas causadas por tripanossomatídeos inferiores 

nos indivíduos imunocomprometidos justifica a pesquisa da interação desses parasitos com o 

hospedeiro vertebrado. Já foi visto que esses tripanossomatídeos inferiores são capazes de 

interagir e até mesmo se multiplicar em culturas de macrófagos derivados de medula óssea, 

como foi visto com duas cepas isoladas de seres humanos infectados pelo HIV nas Antilhas 

Francesas (GARIN et al.,2001). 

Além disso, os macrófagos podem ser encontrados simultaneamente infectados com 

HIV-1 e co-patógenos nos linfonodos, como descrito para Pneumocystis carinii e 

Mycobacterium avium (ORENSTEIN, FOX &  WAHL,1997; WAHL et al.,1998). Em alguns 

episódios clínicos da co-infecção, o crescimento de ambos é reforçado, facilitando um estado 

clínico mais grave (GOLETTI et al.,1996; NAKATA  et al.,1997). Esses relatos feitos in vivo já 

tem sido reproduzidos em alguns modelos experimentais (GOLETTI et al.,1996; ZHAO, 

PAPADOPOULOU &  TREMBLAY ,2004) usando tripanossomatídeos classicamente patógenos. E 



 

        

mais recentemente, a mesma constatação foi feita, porém usando um modelo experimental 

com macrófagos, HIV-1 e B. culicis (BARRETO DE SOUZA et al.,2006). 



 

        

 

 

 

 

 

Objetivos 
 

 



 

        

PARTE I:  

Identificação e caracterização bioquímica e imunológica da peptidase similar à gp63 

de Leishmania spp. produzida por Herpetomonas samuelpessoai 

 
a. Avaliar o perfil proteolítico (extrato total, fração de membrana e sobrenadante de 

cultura) de H. samuelpessoai.  

b. Identificar proteínas similares à gp63 em H. samuelpessoai e caracterizar a 

similaridade imunológica (através de western blotting usando anticorpos anti-gp63) 

com a gp63 de Leishmania spp. 

c. Localizar a peptidase no parasito e identificar a presença de âncora de GPI através de 

citometria de fluxo e microscopia de fluorescência, utilizando anticorpo anti-gp63 e 

tratamento com fosfolipase C. 

d. Caracterizar a similaridade bioquímica com a gp63, verificando temperatura e pH 

ótimos, além de determinar a sensibilidade da peptidase frente a diferentes inibidores 

proteolíticos. 

e. Identificar sua forma de secreção e também caracterizar essa enzima secretada 

bioquímica e imunologicamente, para comprovar se é a mesma presente na superfície. 

 

 

PARTE II:  

 Papel da molécula similar à gp63 em Herpetomonas samuelpessoai na diferenciação 

celular e na degradação de diferentes substratos protéicos  

 

f. Estudar a relevância desta peptidase no processo de diferenciação celular, induzida 

pela temperatura e por dimetilsulfóxido. 

g. Avaliar a degradação de diferentes substratos protéicos pela gp63. 

 

 

 

 



 

        

PARTE III:  

Interação entre Herpetomonas samuelpessoai e o intestino do hospedeiro invertebrado 

Aedes aegypti 

 
h.  Verificar a capacidade de colonização do parasito no inseto A. aegypti e observar a 

interação do parasito com o intestino do A. aegypti, através de microscopia óptica.   

i. Verificar o comportamento dessa interação na ausência e na presença dos seguintes 

moduladores: inibidores proteolíticos de metalopeptidase, fosfolipase C, anticorpos 

anti-gp63 e a proteína purificada similar à gp63. 

j. Avaliar a secreção da gp63 durante a interação do parasito com o intestino de A. 

aegypti. 

k. Avaliar a expressão da gp63 durante a colonização do inseto vetor. 

 

 

PARTE IV:  

Interação in vitro entre Herpetomonas samuelpessoai e macrófagos peritoniais de 

camundongos  

 

l. Avaliar a capacidade de associação de H. samuelpessoai crescidas a 26°C e 37°C com 

macrófagos peritoniais. 

m. Avaliar a secreção de gp63 durante a interação do parasito com os macrófagos 

peritoniais. 

n. Verificar o comportamento dessa interação na ausência e na presença de diferentes 

moduladores: 1,10-fenantrolina, anticorpos anti-gp63 e a proteína gp63 purificada.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

        

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Materiais e 

Métodos 
 



 

        

PARTE I:  

Identificação e caracterização bioquímica e imunológica da peptidase similar à gp63 de 

Leishmania spp. produzida por Herpetomonas samuelpessoai 

 

1) Microrganismos 

 No presente trabalho foram utilizados os seguintes tripanossomatídeos: H. 

samuelpessoai (CT-IOC-067), gentilmente cedido pela Coleção de Tripanossomatídeos da 

Fundação Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, e Leishmania amazonensis cepa Josefa 

(MHOM/BR/75 Josefa), cedido pela Dra. Elvira Saraiva (Departamento de Imunologia, 

Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Góes, UFRJ). 

 

2) Inóculo e Cultivo 

Os parasitos foram mantidos através de repiques semanais em meio complexo BHI 

(infusão de cérebro e coração) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB). O 

meio foi distribuído em alíquotas de 5 ml, em tubo de rosca de 18 × 150 mm, e autoclavado a 

121°C durante 20 min. As células foram, então, cultivadas a 26°C, por 48 h. O inóculo 

consistiu de 2% de uma cultura de 48 h, que corresponde à aproximadamente 1×106 

células/ml.  

 

3) Contagem do Número de Células e Avaliação da Viabilidade Celular 

O número de células foi estimado através de contagem em câmara hematocitométrica 

de Neubauer (Neubauer Improved Chamber).  

A viabilidade celular dos parasitos foi monitorada, quando necessária, através da 

visualização de mobilidade (microscopia óptica) e observação da ausência de lactato 

desidrogenase, uma enzima exclusivamente intracelular, no sobrenadante de cultivo 

(WROBLEWSKI &  LADUE,1955). 

 
4) Obtenção dos Extratos Celulares Totais 

Os parasitos (1×108 células) foram coletados, na fase logarítmica de crescimento (48 h 

de cultivo), através de centrifugação a 1500g a 4ºC por 3 min. O sedimento, correspondente às 

células, foi lavado 3 vezes em tampão salina-fosfato (PBS) gelado (NaCl 150 mM, tampão 

fosfato 20 mM, pH 7,2). Para análise eletroforética, essas células foram ressuspensas em água 



 

        

e adicionadas de dodecil sulfato de sódio (SDS) 1% e submetidas a 3 ciclos de 2 min no gelo e 

1 min no vórtex; desta maneira, os parasitos foram lisados, possibilitando a obtenção dos 

extratos protéicos totais.  

 

5) Partição de Proteínas de Membrana com Triton X-114 

Células dos parasitos foram coletadas por centrifugação após crescimento durante 48 h 

e, em seguida, foi realizada a extração das proteínas de membrana utilizando-se Triton X-114 

2% em TBS (Tris 10 mM; NaCl ,190 mM, pH 7,5) como previamente descrito por BORDIER 

(1981). Após adição do detergente, foram feitos 5 ciclos de vórtex (1 min) e gelo (15 min); 

então a solução foi deixada em repouso por 1 h no gelo. Em seguida, a mistura foi 

centrifugada a 7.000g por 15 min. O sobrenadante obtido foi incubado por 30 min a 37oC e, 

em seguida, centrifugado por 3.000g por 20 min, obtendo-se dessa maneira duas fases: a fase 

superior (hidrofílica), lavada 3 vezes com Triton X-114 à 5% e a fase inferior (hidrofóbica), 

lavada 3 vezes com tampão Tris-HCl, pH 7,4.  

 

6) Quantificação Química de Proteínas 

A concentração de proteínas foi determinada pelo método descrito por LOWRY e 

colaboradores (,1951), usando soro albumina bovina (BSA) como padrão. 

 

7) Análise do Perfil de Proteínas por SDS-PAGE 

 Para análise do perfil de proteínas, alíquotas dos extratos celulares, equivalentes a 50 

µg, foram adicionadas de tampão Tris-HCl 62 mM, pH 6,8, SDS 2%, glicerol 25%, azul de 

bromofenol 0,01% e β-mercaptoetanol 1 mM, aquecidas a 100ºC por 5 min e aplicadas em 

eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE) a 10%, contendo gel de 

empacotamento a 3%, de acordo com o sistema descrito por LAEMMLI  (,1970). A eletroforese 

foi processada a 1,20 V/1,20 mA, a 4ºC. As proteínas foram reveladas através da coloração 

com Coomassie brilliant blue R-250 0,2% em metanol:ácido acético:água (50:10:40) ou 

coloração de prata (GONÇALVES, NEHME &  MOREL,1984). As massas moleculares aparentes 

das diferentes proteínas separadas no gel foram calculadas, tendo-se como base as posições de 

proteínas padrões (GIBCO BRL – Grand Island, NY, USA), aplicadas no mesmo gel. 

 

 

 



 

        

8) Análise do Perfil de Peptidases Celulares 

  Para análise qualitativa das peptidases celulares, foi realizada uma SDS-PAGE a 10% 

com gelatina 0,1% co-polimerizada (HEUSSEN &  DOWDLE,1980). Alíquotas dos extratos 

celulares, equivalentes a 50 µg, foram adicionadas de tampão de amostra (Tris 125 mM, pH 

6,8; SDS 4%; glicerol 20% e azul de bromofenol 0,002%) em condições não-desnaturantes. A 

eletroforese foi processada a 1,20 V/1,20 mA, a 4ºC. Ao fim da corrida eletroforética, os géis 

foram lavados por 1 h com Triton X-100 1% para que o excesso de SDS seja removido. Em 

seguida, foi realizada a incubação do gel por 48 h a 37oC em tampão de proteólise fosfato de 

sódio 50 mM, pH 5,5, suplementado com ditiotreitol (DTT) 2 mM. Finalmente os géis foram 

corados com Coomassie brilliant blue e descorados em uma solução contendo metanol-ácido 

acético-água (5:10:85). As massas moleculares das peptidases foram estimadas através da 

comparação da migração destes com a de proteínas padrão (SANTOS et al.,1999). 

 

8.1) Efeito do pH, da Temperatura e de Inibidores Proteolíticos  

A modulação da atividade proteolítica foi avaliada através de ensaios com gelatina-

SDS-PAGE. O efeito do pH foi determinado incubando-se as tiras dos géis a 37ºC por ,20 h 

nos seguintes tampões: citrato de sódio 10 mM (pH 2–4), fosfato de sódio 50 mM (5–8) e 

glicina-NaOH 50 mM (pH 9–10). As enzimas proteolíticas também foram analisadas através 

de SDS-PAGE com gelatina incorporada como substrato em diferentes temperaturas (4, 26, 

37, 50 e 60ºC) em tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 6,0, por 20 h. Adicionalmente, as tiras 

dos géis foram incubadas em tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 6,0, por 20 h a 37ºC na 

ausência e na presença dos seguintes inibidores proteolíticos: PMSF 10 mM, 1,10-fenantrolina 

10 mM, EDTA 10 mM, EGTA 10 mM e E-64 10 µM (SANTOS et al.,2002a). Finalmente os 

géis foram corados com Coomassie brilliant blue e descorados em uma solução contendo 

metanol-ácido acético-água (5:10:85). 

 

9) Western Blotting 

 Extratos protéicos de parasitos foram separados em SDS-PAGE 10%, como descrito 

no item 7, e transferidos (100 V/300 mA, 2 h, 4ºC) para membrana de nitrocelulose em 

tampão Tris-base 25 mM, contendo glicina 200 mM e ,20% de metanol. Após a transferência, 

as membranas foram incubadas por 24 h a 4ºC em tampão de bloqueio (PBS, Tween 20 a 

0,1%, leite em pó desnatado a 5%). Em seguida, as membranas foram lavadas três vezes por 

10 min com TBS-0,1% Tween. Estas foram então incubadas por 2 h, sob agitação, com 



 

        

anticorpo primário policlonal anti-gp63 de L. amazonensis diluído 1:500, gentilmente cedido 

pelo Dr. Peter Overath (Max-Planck-Institut für Biologie, Abteilung Membranbiochemie, 

Alemanha); posteriormente foram novamente lavadas três vezes por 10 min em TBS-0,1% 

Tween e incubadas com o anticorpo secundário (IgG-coelho) conjugado à peroxidase 

(1:2500). Após a incubação, as membranas foram novamente lavadas e reveladas através de 

quimioluminescência (sistema ECL).  

 

10) Microscopia de Fluorescência e Citometria de Fluxo 

 Parasitos (5×106 células) foram lavados e fixados durante 30 min a 4ºC em 

paraformaldeído 4% diluído em PBS. Após fixação, as células foram lavadas três vezes em 

PBS gelado. Os parasitos então foram incubados por 1 h com o anticorpo primário policlonal 

anti-gp63 diluído 1:250, lavados extensivamente em PBS e incubados com anticorpo 

secundário (IgG) conjugado a isotiocianato de fluoresceína (FITC) na diluição de 1:250. 

Finalmente, as células foram lavadas, examinadas por citometria de fluxo (FACScan) e 

montadas em sistema de lâmina-lamínula para observação através de microscopia de 

fluorescência (Axioplan-2). Células não tratadas e tratadas somente com anticorpo secundário 

foram utilizadas como controles negativos.  

 

10.1) Tratamento com Fosfofolipase C 

 Os parasitos foram coletados por centrifugação, lavados três vezes em TBS, fixados 

em paraformaldeído 2% e contados em câmara de Neubauer. As células (3×107) fixadas 

lavadas foram incubadas na presença de fosfolipase C (PLC) 0,5 U/µl numa mistura contendo 

Tris-acetato 100 mM suplementado com Triton X-100 0,1% por 3 h. Parasitos fixados foram 

analisados por microscopia óptica para observação da integridade morfológica. 

Posteriormente, as células foram centrifugadas e lavadas extensivamente em TBS. Estas 

foram então incubadas por 1 h com o anticorpo primário policlonal anti-gp63 diluído 1:250, 

lavadas extensivamente em TBS e incubadas com anticorpo secundário (IgG) conjugado a 

FITC (1:250). Finalmente, as células foram lavadas e examinadas por citometria de fluxo.  

 

11) Experimento de Secreção e Obtenção do Sobrenadante PBS-condicionado 

 Os parasitos foram colhidos na fase logarítimica de crescimento (48 h) através de 

centrifugação a 2500g por 15 min a 4ºC e lavados três vezes com PBS. Após estimar o 

número de parasitos, cerca de 1×1010 células intactas foram ressuspensas em 10 ml de PBS 



 

        

isotônico estéril. Alíquotas de 2,5 ml (contendo 2,5×109 parasitos) foram separadas em 4 

tubos, os quais foram incubados por períodos de tempos diferentes (de 1 a 4 h) a 26ºC. Após 

intervalos de 1 h, as células foram removidas por centrifugação (2500g / ,20 min / 4ºC) e o 

sobrenadante foi filtrado em uma membrana com poros de 0,22 µm (Millipore), para obtenção 

do sobrenadante PBS-condicionado (D’A VILA -LEVY et al.,2003b). 

 

11.1) Modulação da Secreção Proteolítica  

Células vivas de H. samuelpessoai (2,5×108 células) foram pré-tratadas ou não com 

1,10-fenantrolina (inibidor de metalopeptidase zinco-dependente) nas concentrações de 1 e 10 

mM por 30 min à temperatura ambiente. Alternativamente, o mesmo número de parasitos foi 

incubado na ausência e na presença de p-CMPS (inibidor de PLC) nas concentrações de 0,1 e 

1 µM por 1 h. A viabilidade dos parasitos não foi afetada com nenhum destes tratamentos. A 

seguir, as células foram lavadas cinco vezes com PBS e o experimento de secreção foi 

repetido, sendo as células incubadas por 3 h à temperatura ambiente. O sobrenadante foi 

aplicado em gel de gelatina-SDS-PAGE. 

 

11.2) Ensaio quantitativo da Atividade Proteolítica  

A atividade proteolítica foi mensurada espectofotometricamente usando gelatina como 

substrato, de acordo com o método descrito por JONES e colaboradores (1998). 

Resumidamente, 50 µl de cada sobrenadante de PBS-condicionado de H. samuelpessoai e 350 

µl de tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 6,0, foram adicionados a 600 µl da solução de 

substrato (1% de gelatina em água destilada) e a mistura foi incubada a 37ºC por 2 h. Um 

controle, onde o substrato foi adicionado apenas quando as reações foram paralisadas, foi 

usado como o branco. Amostras de 300 µl foram removidas de cada mistura e adicionadas à 

400 µl de isopropanol gelado (a fim de paralisar a reação e precipitar as proteínas). Em 

seguida, após 1 h na geladeira, as amostras foram centrifugadas a 16000×g por 30 min, o 

sobrenadante foi removido e a absorbância medida a 280 nm. Uma unidade de atividade 

proteolítica foi definida como a quantidade de enzima capaz de aumentar em 0,01 a unidade 

de absorbância. 

 

 

 

  



 

        

PARTE II:  

 Papel da molécula similar à gp63 em Herpetomonas samuelpessoai na diferenciação 

celular e na degradação de diferentes substratos protéicos 

 
12) Diferenciação Celular 

Para quantificar a porcentagem de diferenciação celular, os parasitos foram crescidos 

com dimetilsulfóxido (DMSO) 4% adicionado assepticamente ao meio de cultura e 

alternativamente foram crescidos em duas temperaturas diferentes (26 e 37°C) pelo mesmo 

período de tempo. Após esse período, a porcentagem dos estágios de diferenciação foi 

determinada, utilizando coloração específica de Giemsa. Em lâminas de vidro se adicionou 

uma alíquota da suspensão celular e, após secar, as células foram fixadas com metanol por 5 

min. Em seguida, a preparação foi tratada com HCl 6N por 15 min. As lâminas foram lavadas 

em água corrente para se retirar todo o excesso de HCl. Após, as lâminas foram coradas com 

Giemsa, previamente diluído em PBS (2 gotas de Giemsa para cada 1 ml de PBS) por 90 min. 

Finalmente as lâminas coradas foram observadas em microscópio óptico binocular, com 

objetiva de imersão (100×). Foram examinadas 400 células por esfregaço e a partir daí 

analisou-se os três estágios evolutivos desse protozoário: promastigota (cinetoplasto em 

posição anterior em relação ao núcleo), paramastigota (cinetoplasto em posição lateral ao 

núcleo) e opistomastigota (cinetoplasto em posição posterior ao núcleo). A participação da 

gp63 na diferenciação celular foi avaliada em gelatina-SDS-PAGE. 

 

13) Capacidade Hidrolítica das Peptidases de H. samuelpessoai 

A capacidade de degradação das peptidases de H. samuelpessoai foi avaliada através 

de SDS-PAGE a 10% contendo 0,1% de diferentes substratos co-polimerizados: BSA, soro 

albumina humana (HSA), caseína, gelatina, hemoglobina, mucina e extrato do intestino (0,07 

µg/µl de proteína no gel) de A. aegypti. Alíquotas dos extratos celulares dos parasitos, 

equivalentes a 50 µg, foram adicionadas de tampão de amostra em condições não 

desnaturantes. A eletroforese foi processada a 1,20 V/60 mA, a 4ºC. 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 incubação do gel por 48 h a 37oC em tampão 

de proteólise fosfato de sódio 50 mM, pH 6,0, suplementado com DTT 2 mM. Finalmente os 

géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250 e descorados em uma solução 

contendo metanol-ácido acético-água (50:10:40).  



 

        

 13.1) Extração de Proteínas Totais do Intestino do Inseto Aedes aegypti 

Os intestinos intactos foram macerados em PBS e o mesmo volume de pérolas de 

vidro foi adicionado à mistura. O sistema foi agitado três vezes em vórtex, intercalado com 

banho de gelo por 2 min. Após, o homogenato foi centrifugado a 5000g por 10 min, a 4°C, e o 

sobrenadante, contendo o extrato protéico do intestino, foi recolhido e aquecido a 100°C por 5 

min para inibir a atividade hidrolítica das enzimas endógenas. 

 

PARTE III:  

 Interação entre Herpetomonas samuelpessoai e o intestino do hospedeiro 

invertebrado Aedes aegypti 

 

14) Colônia de Insetos 

Os insetos utilizados – Aedes aegypti – foram inicialmente adquiridos do Laboratório 

de Fisiologia e Controle de Vetores, Departamento de Entomologia (Instituto Oswaldo Cruz, 

Rio de Janeiro, Brasil), sendo então mantidos em nosso laboratório, a 26ºC, e alimentados 

com sacarose 10% em água destilada.  

 

15) Intestinos 

Os insetos adultos (fêmeas) foram dissecados e cuidadosamente seus intestinos 

extraídos e acondicionados por no máximo 30 min, à temperatura ambiente em PBS, pH 7,2, 

como uma etapa inicial do processo de interação. 

 
16) Experimento de Colonização  

Os mosquitos A. aegypti foram alimentados com uma solução contendo PBS, sacarose 

10% e parasitos H. samuelpessoai vivos (1×107 células/ml). A solução é colocada em 

erlenmayer onde é adicionado um pequeno rolo de gase limpa. O líquido que sobe por 

capilaridade na gase e então sugado pelos insetos. Após 24 h, os insetos foram dissecados e 

seus intestinos removidos e macerados separadamente em tubos Eppendorf contendo 50 µl de 

PBS (PIMENTA  et al.,1994; FAMPA et al.,2003). As células dos parasitos presentes nesses 

intestinos foram contadas em câmara de Neubauer. Essa contagem foi repetida todos os dias 

durante 8 dias consecutivos. 

 



 

        

16.1) Avaliação da Expressão de gp63 in vivo  

 Após 6 dias de colonização, os intestinos de 150 insetos foram dissecados e bem 

macerados em PBS, para liberar os parasitas aderidos. Esperou-se por ,20 minutos a mistura 

contendo os parasitos e debris de intestinos decantar, para separar os parasitos no 

sobrenandante. Assim sendo esses parasitas foram coletados, lavados com PBS e submetidos 

à citometria de fluxo na presença de anticorpo anti-gp63, como descrito no item 10. 

 

17) Interação dos Parasitos com Intestinos Explantados de A. aegypti  

 Os intestinos explantados foram incubados em 1 ml de PBS, pH 7,2, com 1×107 

parasitos colhidos na fase exponencial, para o sistema controle. Nos sistemas testes, os 

parasitos foram previamente tratados por 1 h com inibidores proteolíticos (1,10-fenantrolina 

0,1 mM, EGTA 0,1 mM e EDTA 0,1 mM), 0,2 U/µl de PLC e anticorpos anti-gp63 diluídos 

1:100 (H50 [contra gp63 recombinante] e H52 [contra gp63 sem a âncora]), além do soro pré-

imune (1:100) (cedidos pelo Dr. Peter Overath [Max-Planck-Institut für Biologie, Abteilung 

Membranbiochemie, Alemanha]); e somente após estes tratamentos foram incubados com os 

intestinos por 1 h. Em outros sistemas testes, os intestinos foram previamente incubados por 1 

h com 5 µg da proteína similar à gp63 purificada do sobrenadante de C. deanei, a mesma 

proteína inativada pelo calor e sua apoenzima (D’A VILA -LEVY et al.,2003). As incubações 

foram feitas em lâmina escavada e em câmara úmida, por 1 h, a 26ºC. Em cada sistema foram 

incubados 10 intestinos. Após a incubação, os parasitos não associados, ou seja, aqueles que 

não estavam aderidos ou internalizados aos intestinos, foram eliminados durante 3 lavagens 

consecutivas desses intestinos em placa de Petri com 15 ml de PBS. Depois da lavagem, os 

intestinos foram macerados separadamente em tubos Eppendorf contendo 50 µl de PBS. As 

contagens de parasitos associados a cada intestino foram feitas em câmara de Neubauer, de 

acordo com PIMENTA  e colaboradores (1994). Somente as células com mobilidade foram 

consideradas nas contagens. 

 

18) Microscopia Óptica  

Os intestinos de A. aegypti foram obtidos e incubados com 1 ×107 parasitos durante 1 

h. Logo após, o sistema foi lavado, em seguida fixado com paraformaldeído 4%, montado em 

sistema de lâmina-lamínula e observado ao microscópio óptico, para observação da interação 

celular. 



 

        

19) Avaliação do Sobrenandante de Interação com Hospedeiro Invertebrado 

O sobrenadante da interação foi centrifugado, filtrado em uma membrana com poros 

de 0,22 µm (Millipore), concentrado em “speed vac” até a secura e, em seguida, submetido a 

Western blotting (item 9). Em seguida, foi realizada uma incubação por 2 h, sob agitação, com 

anticorpo primário policlonal anti-gp63 de L. amazonensis diluído 1:500 e anticorpo 

secundário (anti-IgG de coelho) conjugado à peroxidase (1:2500). As membranas foram 

reveladas através de quimioluminescência (sistema ECL).  

 

PARTE IV:  

Interação in vitro entre Herpetomonas samuelpessoai e macrófagos peritoniais de 

camundongos  

 

20) Obtenção dos Macrófagos 

Os macrófagos foram previamente estimulados com tioglicolato 3% por 4 dias e 

obtidos através da lavagem da cavidade peritoneal de fêmeas de camundongos BALB/c, com 

aproximadamente 3 meses de idade, utilizando-se PBS pH 7,2 a 4oC. As células foram então 

plaqueadas na proporção de 105 macrófagos por poço em lamínulas de vidro de 13 mm de 

diâmetro em placa de 24 poços. Para aderência das células, as placas foram incubadas por 1 h 

a 37oC em uma atmosfera de 5% de CO2 e posteriormente as monocamadas foram lavadas 

com PBS 37°C para remoção das células não-aderentes.  

 

21) Interação de H. samuelpessoai Crescidos a 26°C e 37°C com Macrófagos Peritoniais 

 Formas promastigotas de H. samuelpessoai foram cultivadas em meio BHI a 26°C e 

37°C durante 48 h. Após, os parasitos foram obtidos por centrifugação, lavados em PBS e, em 

seguida, incubados com macrófagos peritoniais na proporção de 10:1 (parasitos/macrófagos). 

A interação foi realizada por 1, 2, 3, 4, 6 e 24 h a 37oC em atmosfera de 5% CO2, e após este 

período os protozoários livres foram removidos por lavagens sucessivas em PBS. As 

monocamadas foram imediatamente fixadas em metanol absoluto, coradas com Giemsa 36% 

por 40 min e desidratadas em soluções de acetona progressivamente substituídas por xilol. A 

porcentagem de macrófagos infectados foi determinada pela contagem randômica de pelo 

menos 200 células em cada lamínula da duplicata. O índice de associação foi calculado 

multiplicando a porcentagem de macrófagos infectados pelo número de parasitos por 

macrófagos infectados (SANTOS et al.,2009). 



 

        

 
22) Efeito de Moduladores na Interação de H. samuelpessoai com Macrófagos 

Peritoniais 

Os macrófagos obtidos do peritônio de murinos foram incubados durante 1 h na 

proporção 10:1 com parasitos da espécie H. samuelpessoai crescidos a 26oC durante 48 h. Nos 

sistemas testes, os parasitos foram previamente tratados por 1 h com o inibidor proteolítico 

1,10-fenantrolina a 0,1 mM e anticorpos anti-gp63 diluídos 1:100 (H50, H52 e 180 [anti-

sheep gp63], cedido pelo Dr. Mary Wilson [Department of Internal Medicine, University of 

Iowa, EUA]), além do soro pré-imune (1:100); e somente após estes tratamentos foram 

incubados com os macrófagos por 1 h a 37oC em atmosfera de 5% CO2. Em outro sistema 

teste, os macrófagos foram previamente incubados por 1 h com 5 µg da proteína gp63 

(purificada do sobrenadante de C. deanei – D’A VILA -LEVY et al.,2003). Após este período, o 

mesmo procedimento descrito no item 21 foi realizado para obtenção dos índices de 

associação. 

 
23) Avaliação do Sobrenandante de Interação com o Hospedeiro Vertebrado 

O sobrenadante da interação foi centrifugado, filtrado em uma membrana com poros 

de 0,22 µm (Millipore), concentrados em “speed vac” até a secura e submetido a Western 

blotting (item 9). Em seguida, foi realizada uma incubação por 2 h, sob agitação, com o 

anticorpo primário policlonal anti-gp63 de L. amazonensis diluído 1:500 e anticorpo 

secundário (anti-IgG de coelho) conjugado à peroxidase (1:2500). As membranas foram 

reveladas através de quimioluminescência (sistema ECL).  

 

24) Análises Estatísticas 

 Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A média e o erro padrão de pelo 

menos três experimentos distintos foram determinados. As análises estatísticas foram 

avaliadas pelo teste t de Student usando o softwar EPI-INFO 6.04 (programa de dados e 

estatísticas para saúde pública). Valores de P iguais ou menores a 0,05 foram considerados 

significativos. 

 

  



 

        

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Resultados 
 



 

        

PARTE I:  

Identificação e caracterização bioquímica e imunológica da peptidase similar à gp63 de 

Leishmania spp. produzida por Herpetomonas samuelpessoai 

 

Em trabalhos anteriores (SANTOS et al.,2002a;2003), mostrou-se que H. samuelpessoai 

produzia uma grande quantidade de uma metalopeptidase de superfície (60-70 kDa) que 

apresentava propriedades bioquímicas similares a gp63 de Leishmania spp., a qual é 

conhecidamente um importante fator de virulência expresso por esses parasitos (YAO, 

DONELSON &  WILSON,2003). Para evidenciar que H. samuelpessoai apresentava em sua 

superfície, bem como secretava, uma peptidase de massa molecular semelhante à peptidase de 

Leishmania spp., o extrato celular total, a fração de membrana e o sobrenadante de cultivo 

foram analisados através de SDS-PAGE com gelatina incorporada ao gel (Figura 10 A). No 

extrato celular total (Figura 10 A linha a), duas principais classes de peptidases foram 

detectadas, uma mais proeminente de aproximadamente 66 kDa, classificada como 

metalopetidase, uma vez que foi inibida por 1,10-fenantrolina 10mM (dados não mostrados), e 

outra com menor atividade de 45 kDa, classificada como cisteína peptidase, inibida por E-64 1 

µM (dados não mostrados). A metalopeptidase também foi detectada na fração de membrana 

(Figura 10 A linha b), assim como no sobrenadante de cultivo (Figura 10 A linha c) como 

principal peptidase secretada. No intuito de confirmar que a peptidase de superfície e a 

peptidase secretada produzida por H. samuelpessoai eram membros da família gp63, o extrato 

celular, o extrato de membrana e o sobrenadante de cultivo foram incubados com anticorpo 

policlonal anti-gp63 através da técnica de Western blotting (Figura 10 B). Esse anticorpo 

reconheceu uma única banda com massa molecular de 63 kDa nos diferentes sistemas (Figura 

10 B). 

A microscopia confocal (módulo fluorescência) mostrou que o anticorpo policlonal 

anti-gp63 foi capaz de reconhecer moléculas similares à gp63 em H. samuelpessoai (Figura 10 

C). Tendo sido os parasitos permeabilizados, observou-se marcação ao longo de todo corpo 

celular exceto no núcleo, assim como em toda a extensão do flagelo. Observaram-se também 

algumas células com marcação mais intensa que outras, sugerindo que a expressão da 

peptidase pode estar relacionada com a fase do ciclo celular que o parasito se encontra (Figura 

10 C).  

A análise de citometria de fluxo realizada usando o mesmo anticorpo anti-gp63 

corroborou o fato de que esse anticorpo reconhece moléculas similares à gp63 na superfície 



 

        

celular de H. samuelpessoai. O pico da intensidade de fluorescência mostrou-se mais 

deslocado para a direita quando as células foram incubadas com o anticorpo (Figura 10 D, –

PLC) quando comparado ao pico correspondente às células controle (não tratadas com o 

anticorpo) (Figura 10 D, autofluorescência). A presença de dois picos de fluorescência, 

observados nas células marcadas com o anticorpo, evidencia a presença de duas populações 

distintas, corroborando também a expressão heterogênea da molécula de gp63. 

Para evidenciar a maneira que essas moléculas encontravam-se ancoradas à membrana 

plasmática, antes do tratamento com o anticorpo, as células foram incubadas com PLC, que 

cliva moléculas ancoradas à membrana via âncora de GPI. Nesse caso, o pico de intensidade 

de fluorescência voltou consideravelmente para a esquerda, significando uma diminuição da 

marcação das células pelo anticorpo, sugerindo que as moléculas similares à gp63 estão 

ancoradas na superfície de H. samuelpessoai via GPI (Figura 10 D, +PLC). A análise em 

gelatina-SDS-PAGE corroborou o fato de que a peptidase de 66 kDa está ancorada via GPI, já 

que a intensidade de hidrólise da gelatina diminuiu significantemente quando as células foram 

tratadas com PLC em relação às células não tratadas (Figura 10 D, inset).  

O pH e a temperatura ótimos da peptidase de superfície de 66 kDa foram determinados 

através de análise por SDS-PAGE. Usando gelatina como substrato, a enzima apresentou um 

máximo de atividade em pH 6,0; contudo, essa atividade foi reduzida nos valores de pH 

abaixo de 4,0 e acima de 8,0 (Figura 10 E). Em relação à temperatura ótima, a peptidase de 66 

kDa apresentou maior atividade hidrolítica a 37°C, havendo um decréscimo significativo da 

atividade quando incubada a 65°C (Figura 10 E). 

 Em seguida, foi analisado se a peptidase de 66 kDa liberada para o meio extracelular 

apresentava as mesmas propriedades bioquímicas que a peptidase de superfície, bem como foi 

estudado o mecanismo de secreção desta enzima para o meio extracelular. A figura 11 mostra 

o perfil de secreção de proteínas e peptidase em H. samuelpessoai após incubação de parasitos 

vivos em PBS durante 4 h. Os resultados demonstraram que os parasitos secretam vários 

polipeptídeos (Figura 11 B) e uma peptidase de 66 kDa (Figura 11 D). O conteúdo total de 

proteína aumenta linearmente ao longo de 2 a 4 h e o máximo de peptidase liberada é 

alcançada na terceira hora de incubação em PBS-glucose (Figura 11 A). A viabilidade celular 

foi verificada monitorando-se a mobilidade celular dos parasitos. Não foram detectadas 

células imóveis e/ou mortas durante as 4 h de incubação (dados não mostrados). Análise por 

SDS-PAGE mostrou que pelo menos 12 polipetídeos, entre 40 e 100 kDa, foram secretados 

pelos parasitos (Figura 11 B). O aumento na secreção da peptidase de 66 kDa também foi 



 

        

aparente quando o PBS-glucose condicionado foi analisado por gelatina-SDS-PAGE (Figura 

11 D) ou por “imunoblotting” usando-se o anticorpo anti-gp63 (Figura 11 C).  
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Figura 10: (A) Gelatina-SDS-PAGE e (B) Western blotting evidenciando a presença de uma peptidase similar à 
gp63 detectada no extrato total (a), na fração de membrana (b) e no sobrenadante de cultivo (c) de Herpetomonas 
samuelpessoai. Os números à esquerda correspondem às massas moleculares aparentes das peptidases expressas 
em kilodaltons. MP, metalopeptidases e CP, cisteína peptidase. (C) Microscopia confocal (módulo de 
fluorescência) dos parasitos seqüencialmente incubados com anticorpo anti-gp63 e anticorpo secundário 
conjugado à FITC. As setas apontam parasitos com diferenças na intensidade de marcação pelo anticorpo: setas 
abertas, parasitos com alta fluorescência e setas fechadas, parasitos com menor marcação pelo anticorpo. Barra: 1 
µm. (D) Análise de citometria de fluxo mostrando a ligação do anticorpo anti-gp63 à superfície celular de H. 
samuelpessoai. As células foram incubadas na ausência (autofluorescência) e na presença de anti-gp63 (–PLC). 
As células previamente tratadas com PLC (+PLC) tiveram uma marcação diminuída, pois a PLC removeu os 
polipeptídeos ancorados via GPI. O extrato celular analisado por gelatina-SDS-PAGE confirmou a diminuição da 
atividade proteolítica da enzima de 66 kDa associada à célula após tratamento com PLC (inset). (E) Efeito da 
temperatura e do pH na peptidase de 66 kDa. As tiras de géis à esquerda foram incubadas durante 20 h em 
tampão fosfato 50 mM, pH 6,0, em diferentes temperaturas (4, 26, 37, 50 e 65ºC), enquanto as tiras de géis à 
direita foram incubadas por ,20 h a 37ºC nos seguintes sistemas tampões: tampão fosfato 50 mM (pH 5,0, 6,0 e 
7,0) e tampão glicina-NaOH ,20 mM (pH 8,0 e 9,0). 
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Figura 11: (A) Medidas quantitativas da atividade proteolítica, usando gelatina como substrato solúvel, e 
secreção de proteína para o meio extracelular. (B) SDS-PAGE mostrando o perfil de proteínas secretadas 
(coloração de prata), (C) western blotting mostrando o polipeptídeo reativo com o anticorpo anti-gp63 de L. 
amazonensis e (D) gelatina-SDS-PAGE evidenciando a peptidase extracelular de 66 kDa secretada por H. 
samuelpessoai durante 1 (a), 2 (b), 3 (c) e 4 h (d) de incubação em PBS-glucose. Os números da esquerda 
correspondem às massas moleculares aparentes expressas em kilodaltons.  

 
 
 
 



 

        

A caracterização do pH e da temperatura ótimos também foram feitos para a enzima 

secretada. Dessa vez, eles foram determinados por densitometria através da medida dos halos 

de digestão, após análise por gelatina-SDS-PAGE. Os perfis de atividade proteolítica foram 

muito semelhantes aos da peptidase de superfície, sendo o pH 6,0 (Figura 12 A) e a 

temperatura de 37°C como os ótimos para evidenciação da atividade proteolítica (Figura 12 

B).  
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Figura 12: Efeito do pH (A) e da temperatura (B) na peptidase de 66 kDa secretada por H. samuelpessoai após 3 
h de incubação em PBS-glucose. As tiras de géis foram incubadas em diferentes sistemas tampões (pH 2,0 – 
10,0) por 20 h a 37ºC. Alternativamente, os géis foram incubados em tampão fosfato (pH 6,0) por ,20 h em 
diferentes temperaturas (variando entre 4 a 65ºC). As maiores atividades proteolíticas (pH 6,0 e T 37ºC) foram 
consideradas como 100% de atividade proteolítica. Os valores porcentuais representados significam a média de 
três medidas independentes correspondentes à densitometria dos halos de digestão após análise por gelatina-
SDS-PAGE.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

        

Tratando-se então da mesma enzima, foi feita a determinação da sensibilidade da 

peptidase frente a diferentes inibidores proteolíticos. Tanto a peptidase secretada quanto a 

peptidase de superfície tiveram sua atividade diminuída (≈ 90%) quando tratadas com 1,10-

fenantrolina10 mM, um inibidor de metalopeptidases (Figura 13). Dois outros inibidores de 

metalopeptidases, EDTA e EGTA, também promoveram uma inibição significativa na 

atividade da peptidade de 66 kDa. E-64, um inibidor de cisteína peptidase, inibiu fracamente a 

enzima. No entanto, PMSF não interferiu significativamente na atividade enzimática (Figura 

13).  
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Figura 13: Gelatina-SDS-PAGE mostrando a modulação da atividade proteolítica extracelular da peptidase de 
66 kDa de H. samuelpessoai, quando os géis foram incubados na ausência (controle) e na presença de diferentes 
inibidores proteolíticos: 1,10-fenantrolina 10 mM, EDTA 10 mM, EGTA 10 mM, PMSF 10 mM e E-64 10 µM 
(B). O gráfico representa as medidas de densitrometria dos halos de digestão (A), sendo a atividade proteolítica 
mensurada no sistema controle considerada 100%. Os valores porcentuais representados significam a média de 
três medidas independentes. Resultados similares foram detectados para a enzima associada à célula (dados não 
mostrados). 
 

Confirmada a presença da mesma metalopeptidase tanto na superfície celular quanto 

no meio extracelular, tornou-se necessário a identificação do mecanismo de secreção dessa 

peptidase similar à gp63 em H. samuelpessoai. Nossos resultados mostraram que células de 

H. samuelpessoai tratadas com 1,10-fenantrolina apresentaram uma considerável redução na 

secreção da peptidase de 66 kDa para o meio extracelular (Figura 14 A). A inibição da 

secreção da peptidase mostrou-se dose-dependente, aumentando de 56 para 87% com a 

concentração de 1,10-fenantrolina variando de 1 para 10 mM. Por outro lado, p-CMPS, um 

inibidor de PLC, nas concentrações de 0,1 e 1 µM não interferiu na secreção da peptidase de 

66 kDa (Figura 14 B). É importante ressaltar que ambos os inibidores, nas concentrações 



 

        

usadas, não afetaram a viabilidade dos parasitos. Estes resultados sugerem que a secreção da 

peptidase de 66 kDa presente na superfície de H. samuelpessoai seja por mecanismos 

dependentes de proteólise ao invés de fosfolipólise.  
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Figura 14: Efeito dos inibidores de metalopeptidase (1,10-fenantrolina) e de PLC (p-CMPS) na secreção da 
peptidase de 66 kDa por células vivas de H. samuelpessoai. Os parasitos foram tratados por 30 min na ausência 
(a) e na presença de 1,10-fenantrolina 1 mM (b) e 10 (c) mM; em seguida, as células foram lavadas em PBS, 
centrifugadas e então colocadas para secretar por mais 1 h em PBS-glucose (A). Em paralelo, as células foram 
incubadas por 1 h na ausência (a) e na presença de p-CMPS 0,1 µM (b) e 1 (c) µM, e o sobrenadante foi obtido 
após etapas de centrifugação e filtração (B). Todos esses sobrenadantes foram analisados em gelatina-SDS-
PAGE, para evidenciar a atividade proteolítica secretada. O número à esquerda corresponde à massa molecular 
aparente da peptidase expressa em kilodaltons. 
 

 
PARTE II:  

 Papel da molécula similar à gp63 em Herpetomonas samuelpessoai na diferenciação 

celular e na degradação de diferentes substratos protéicos 

 

Através da técnica de SDS-PAGE contendo gelatina como substrato incorporado ao gel, o 

perfil proteolítico celular de H. samuelpessoai revelou a presença de uma metalopeptidase 

majoritária de 66 kDa e uma cisteína peptidase minoritária de 45 kDa, quando os parasitos 

foram crescidos a 26°C durante 48 h (SANTOS et al.,2003, Figura 15 B). Comparando-se a 

expressão da peptidase de 45 kDa em parasitos crescidos por 48 h (fase exponencial) a 26°C e 

a 37°C, foi visto que essa cisteína peptidase tinha sua atividade drasticamente reduzida 

quando os parasitos foram crescidos na maior temperatura (Figura 15 B e 15 D). No entanto, a 

atividade correspondente à metalopeptidase de 66 kDa não foi afetada pela temperatura de 

crescimento dos parasitos. Além disso, parasitos crescidos nas duas temperaturas 

apresentaram um perfil protéico similar (Figura 15 C). Curiosamente, outra cisteína peptidase 



 

        

de 50 kDa foi observada quando os parasitos foram cultivados a 26°C. Contudo, essa enzima 

parecia ser muito instável, uma vez que sua detecção nem sempre foi possível, em contraste 

com a principal metalopeptidase de 66 kDa e a cisteína peptidase de 45 kDa (comparar 

Figuras 15 B e 16 B). A modulação da expressão da cisteína peptidase parece estar ligada ao 

processo de diferenciação celular, uma vez que o aumento da temperatura foi capaz de 

desencadear a transformação das formas promastigotas em formas paramastigostas (Figura 15 

A).  

Os resultados mostraram também que a cisteína peptidase de 45 kDa tinha sua expressão 

reduzida em aproximadamente 70% nas primeiras 24 h de crescimento (fase lag) dos parasitos 

na presença de DMSO (Figura 16 B), um agente capaz de induzir a diferenciação celular em 

H. samuelpessoai. A banda de 45 kDa referente aos parasitas crescidos na presença de DMSO 

foi reduzida em 55% após 48 h (fase log) e 65% após 72 h (fase estacionária) de crescimento, 

quando comparadas aos seus respectivos controles. Esse resultado foi validado através da 

observação de que H. samuelpesoai crescida na ausência de DMSO apresentava uma 

preponderância de formas promastigotas na cultura durante 24 a 72 h, enquanto que os 

parasitos incubados na presença de DMSO, o número de formas promastigotas decresceu 

significativamente e o número de formas paramastigotas e opistomastigotas aumentaram 

(Figura 16 A). De forma contrária, a metalopeptidase de 66 kDa não foi significantemente 

alterada pela presença do DMSO (Figura 16 B). Uma vez que a mesma quantidade de proteína 

foi submetida à eletroforese nesses experimentos (Figura 16 C), os resultados sugerem que as 

diferenças na produção de peptidases pode ser uma consequência da expressão diferenciada da 

cisteína peptidase de 45 kDa nas diversas formas evolutivas de H. samuelpessoai. 

 A habilidade da peptidase similar à gp63 em H. samuelpessoai de hidrolisar diferentes 

substratos protéicos foi testada em SDS-PAGE. Os resultados demonstraram que 

hemoglobina, caseína, IgG, mucina, albumina bovina e albumina humana, assim como 

gelatina, foram degradadas pela ação hidrolítica dessa peptidase (Figura 17 A). Essa 

degradação foi dependente do substrato testado, uma vez que diferentes extensões de hidrólise 

foram observadas, como podem ser evidenciadas após as análises desitométricas dos halos de 

digestão (Figura 17 B). De forma similar, quando o extrato do intestino de A. aegypti, um 

modelo experimental de hospedeiro invertebrado (revisto por SANTOS et al.,2006), foi 

incorporado ao gel de SDS-PAGE, observou-se a atividade da metalopeptidase de 66 kDa 

(Figura 17 B).  
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Figura 15: (A) Porcentagem de cada estágio morfológico observado em H. samuelpessoai quando cultivada em 
meio BHI por 48 h a 26°C e a 37°C. No topo de cada gráfico há uma imagem representativa da forma 
morfológica mais abundante observada a 26°C (promastigotas) e a 37°C (paramastigotas). (B) Expressão 
diferencial de peptidases observadas após cultivo de H. samuelpessoai a 26°C (temperatura do inseto vetor) e a 
37°C (temperatura de mamíferos). As massas moleculares das peptidases, expressas em kilodaltons (kDa), estão 
representadas à esquerda. (C) O perfil proteico dos dois sistemas foi usado como controle para amostras corridas 
no gel. As massas moleculares referentes ao padrão de proteínas estão representadas à direita. (D) Medições 
densitométricas dos halos de digestão das peptidases de 66 e 45 kDa são mostradas no gráfico. Os valores 
representam medidas do desvio padrão de três experimentos diferentes. A atividade proteolítica foi expressa em 
unidades arbitrárias. O asterisco indica diferença estatística entre os grupos analisados (P<0,05; teste t de 
Student). MP: metalopeptidase, CP: cisteína peptidases. 
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Figura 16: (A) Porcentagem de cada estágio morfológico observado em Herpetomonas samuelpessoai, quando 
cultivada em meio BHI por 48 h a 26°C na ausência (–) e na presença de 4% de DMSO (+). (B) Gelatina-SDS-
PAGE mostrando o perfil de peptidases produzidas por H. samuelpessoai quando cultivada durante 24 a 72 h na 
ausência e na presença de DMSO. Os números em branco na figura mostram, através de análise densitométrica, a 
redução da atividade da peptidase de 45 kDa em parasitos tratados com DMSO em comparação com os não-
tratados. (C) SDS-PAGE mostra o perfil proteico dos parasitos não-tratados e tratados com DMSO por 48 h, que 
foi usado como controle da quantidade de proteínas aplicadas ao gel em cada sistema. Os números à direita 
correspondem às massas moleculares aparentes expressas em kilodaltons.  
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Figura 17: Capacidade de hidrolisar diferentes substratos incorporados a SDS-PAGE pela metalopeptidase de 
superfície de 66 kDa  expressa em H. samuelpessoai. Gelatina (1), albumina bovina (2) (BSA), caseína (3), 
extrato do intestino do inseto de Aedes aegypti (4), hemoglobina (5), albumina humana (6) (HSA),  
imunoglobulina G (IgG) (7) e mucina (8) foram individualmente incorporados ao gel para evidenciar atividade 
proteolítica. Os géis foram aplicados com 50 µg do extrato de membrana obtido após extração com Triton X-110 
e incubados em tampão fosfato (pH 6,0) por ,20 h a 37ºC (A). Análises densitométricas dos halos de digestão, 
expressas em unidades arbitrárias de atividade proteolítica (B). 
 

PARTE III:  

 Interação entre H. samuelpessoai e o intestino do hospedeiro invertebrado 

Aedes aegypti 

 

Para implicar uma provável função biológica à metalopeptidase de H. samuelpessoai, 

procurou-se estabelecer uma relação entre a enzima e o hospedeiro invertebrado. Foi usado o 

inseto A. aegypti como modelo de estudo nos experimentos de interação celular (D´AVILA -

LEVY et al.,2006a, NOGUEIRA DE MELO et al.,2006,  SILVA  et al.,2009). Para isto, 

inicialmente, foi preciso comprovar que os parasitos eram capazes de colonizar efetivamente o 



 

        

intestino de A. aegypti. Nesse intuito, os insetos foram alimentados por 24 h com uma solução 

contendo os parasitos e, em seguida, ao longo de 8 dias consecutivos, os intestinos de A. 

aegypti foram extraídos e dissecados para a avaliação da possível colonização por H. 

samuelpessoai (Figura 18 A). Ao longo de oito dias foram detectados parasitos vivos 

colonizando o intestino deste inseto (Figura 18 A). A microscopia óptica do intestino 

dissecado, obtido do inseto infectado, mostrou a presença de parasitos aderidos à parede deste 

órgão (Figura 18 B). 
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Figura 18: (A) Insetos da espécie A. aegypti alimentados com uma solução contendo PBS, sacarose 10% e 
parasitos H. samuelpessoai (1×107 células/ml) foram dissecados após 1, 2, 5, 6 e 8 dias, tendo seus intestinos 
removidos. As células de parasitos presentes nesses intestinos foram contadas em câmara de Neubauer. O 
experimento foi realizado três vezes, onde quinze intestinos foram avaliados por dia. (B) Microscopia óptica da 
interação dos parasitos H. samuelpessoai vivos (setas) com a parede do intestino extraído do inseto A. aegypti, 
após 6 dias da infecção. 
 
 

Em seguida, foram realizados experimentos para tentar inferir uma provável função 

para as moléculas similares à gp63 na interação de H. samuelpessoai e intestinos dissecados 

de A. aegypti. Após uma hora de interação, mais de 12.000 parasitos encontravam-se aderidos 

aos intestinos. Para analisar a influência das moléculas similares à gp63 de H. samuelpessoai 

neste processo, antes da interação, os parasitos foram pré-tratados com inibidores de 



 

        

metalopeptidases (EDTA 0,1 mM, EGTA 0,1 mM e 1,10-fenantrolina 1 mM). Os resultados 

mostraram uma significativa redução na interação celular. No entanto, estes tratamentos 

podem gerar uma inibição indireta da enzima e conseqüentemente da interação, uma vez que 

esses inibidores são capazes de bloquear outras enzimas além de metalopeptidases, que 

também podem ser importantes para a adesão. Também houve diminuição na interação, 

quando os parasitos foram pré-tratados com PLC. De forma similar, a PLC pode clivar as 

âncoras de GPI de outras moléculas também relevantes na interação. Para uma análise mais 

específica, os parasitos foram pré-tratados com anticorpos anti-gp63, e os resultados obtidos 

demonstraram uma drástica redução da interação. Para garantir que não eram outros 

anticorpos do coelho que estavam diminuindo a interação (uma vez que o anticorpo é 

policlonal), os parasitos foram pré-tratados com o soro pré-imune e não se detectou redução 

significativa da interação. Contudo, por ser muito grande, a molécula de anticorpo poderia 

bloquear fisicamentente outros receptores que auxiliariam na adesão. Para elucidar essa 

questão, dessa vez os intestinos foram pré-tratados com a proteína gp63 purificada (obtida de 

C. deanei). Assim sendo, a proteína iria saturar os receptores do intestino e quando em contato 

com os parasitos, se fossem as moléculas similares à gp63 importantes para adesão, esses 

parasitos não seriam capazes de se aderir, o que foi observado através de uma drástica redução 

da interação. Podendo a peptidase purificada ter atuado proteoliticamente sobre os receptores 

do intestino realmente importantes para a adesão, foi realizada uma nova interação usando a 

proteína purificada na sua forma de apoenzima, ou seja, inativada pela remoção dos cátions 

importantes para sua ação hidrolítica e também na sua forma inativada pelo calor. Nesses dois 

casos a interação foi também drasticamente reduzida (Figura 19).  

Além de apresentar em sua superfície uma peptidase de 63 kDa semelhante à peptidase 

de Leishmania spp., H. samuelpessoai também é capaz de secretá-la para o meio extracelular. 

Dessa forma, do sistema controle do experimento de interação foi recolhido o sobrenadante e 

submetido à técnica de Western blotting. Observou-se que durante a interação com o intestino 

do hospedeiro invertebrado os parasitos secretam maior quantidade da peptidase similar à 

gp63 quando comparado a parasitos incubados somente em PBS (Figura 19 inset). Os 

parasitos previamente tratados com 1,10-fenantrolina não foram capazes de secretar a 

molécula similar à gp63 durante a interação com o intestino de A. aegypti (Figura 19 inset). 
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Figura 19: Células de H. samuelpessoai foram tratadas por diferentes moduladores (indicados à esquerda do 
gráfico) e colocadas para interagir com o intestino de Aedes aegypti. Verificou-se que a interação celular 
diminuiu significativamente quando as células foram pré-tratadas com 1,10-fenantrolina, com anticorpos anti-
gp63 e também quando os intestinos foram pré-tratados com a proteína gp63 purificada de C. deanei (�, 
P<0,001; �, P<0,05). Estes dados representam a média de três experimentos independentes. O inset mostra a 
identificação da proteína similar à gp63 através da técnica de Western blotting usando anticorpo anti-gp63 no 
sobrenadante de 1 h de interação: (a) intestinos isolados, (b) parasitos isolados, (c) parasitos mais intestinos e (d) 
parasitos tratados com 1,10-fenantrolina mais intestinos. O número à esquerda indica a massa molecular do 
polipeptídeo reativo.  
 

Partindo das evidências de que a molécula similar à gp63 é importante na interação 

com o hospedeiro invertebrado e sendo a mesma secretada em maior quantidade durante a 

interação in vitro, avaliamos em seguida a expressão dessa enzima in vivo. Para isso, os 

mosquitos foram alimentados durante 24 h com uma solução contendo os parasitos e após 6 

dias de colonização, os intestinos de A. aegypti foram extraídos, dissecados e os parasitos 

presentes foram recolhidos, analisados por citometria de fluxo e comparados aos parasitos 

cultivados em meio de cultura BHI por 6 dias (Figura 20). A análise de citometria evidenciou 

um aumento na expressão da molécula similar à gp63 em H. samuelpessoai após passagem 

pelo inseto A. aegypti. Nesse contexto, os parasitos crescidos no meio de cultura apresentaram 

40% das células marcadas, ao passo que aqueles que entraram em contato com o intestino do 

inseto apresentaram 95% das células marcadas com o anticorpo anti-gp63 (Figura 20). 
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Figura 20: Análise de citometria de fluxo mostrando a ligação do anticorpo anti-gp63 à superfície celular de H. 
samuelpessoai. Os parasitos cultivados em meio BHI apresentaram marcação menor do que os parasitos que 
foram recolhidos após 6 dias de colonização no inseto A. aegypti. (BHI-controle e inseto-controle: 
autoflurescência; BHI-gp63 e inseto-gp63: parasitos marcados com anti-gp63).  
 

PARTE IV:  

Interação in vitro entre Herpetomonas samuelpessoai e macrófagos peritoniais de 

camundongos  

  
Uma vez que a molécula similar à gp63 está envolvida em inúmeros eventos na 

interação do gênero Leishmania com células do hospedeiro vertebrado e sabendo que a 

incidência de parasitoses oportunistas vem aumentando ao longo dos anos em pacientes 

imunocomprometidos, avaliou-se o papel da molécula de gp63 expressa por H. samuelpessoai 

na interação com um modelo de célula hospedeira de vertebrado, os macrófagos peritoniais de 

camundongos. 

A princípio, foi verificado o comportamento dessa interação durante diferentes 

períodos de tempo, utilizando-se parasitos cultivados a 26°C (temperatura do inseto vetor) e a 

37°C (temperatura do hospedeiro vertebrado). Não foram detectadas diferenças significativas 

no índice de associação entre macrófagos e os parasitos crescidos nas duas diferentes 

temperaturas. Durante as 4 primeiras horas de interação observou-se que o índice de 



 

        

associação foi crescente, atingindo o máximo depois de 3 h. Quando deixados interagir por 6 e 

24 h, verificou-se uma diminuição no índice de associação, provavelmente decorrente da ação 

microbicida dos macrófagos (Figura 21 A). Diferentes associações foram observadas durante a 

interação desse parasito com macrófagos peritoniais. Na maioria dos casos, foi vista a 

internalização de parasitos nas formas alongadas com o cinetoplasto anterior ao núcleo, 

caracterizando as formas promastigotas (Figura 21 C -setas pretas cheias). No entanto, 

algumas vezes, formas mais arrendondadas foram encontradas no interior dos macrófagos 

(Figura 21 C -setas brancas). Em ambos os casos, os parasitos sempre se encontravam dentro 

de vacúolos fagocíticos. Algumas imagens sugerem que os parasitos estejam sendo mortos 

pela ação antimicrobiana dos macrófagos (Figura 21 C -setas pretas vazadas).  

Para avaliar se, como na interação com o hospedeiro invertebrado, o contato do 

parasito com o hospedeiro vertebrado era capaz de aumentar a secreção de moléculas de gp63 

para o meio extracelular, o sobrenadante da interação após 3 h foi testado através de Western 

blotting usando-se o mesmo anticorpo anti-gp63. Os resultados mostraram que na presença 

dos macrófagos os parasitos secretam maior quantidade da enzima quando comparados com 

parasitos incubados somente em meio de cultura (Figura 21 B). 

Em seguida, para analisar a influência das moléculas similares à gp63 de H. 

samuelpessoai na interação com macrófagos peritoniais, parasitos cultivados a 26°C, antes da 

interação, foram pré-tratados com alguns moduladores, dentre os quais: 1,10-fenantrolina 

(inibidor de metalopeptidases) e anticorpos anti-gp63 (H50, H52 e 180). Os resultados obtidos 

demonstraram uma drástica redução da interação após estes tratamentos em relação ao sistema 

controle. Para garantir que não eram outros anticorpos do coelho que estavam diminuindo a 

interação (uma vez que o anticorpo é policlonal), os parasitos foram pré-tratados com o soro 

pré-imune e não se detectou redução significativa da interação. Outra interação foi realizada e 

dessa vez os intestinos foram pré-tratados com a proteína gp63 purificada (obtida de C. 

deanei), sendo também observada uma drástica redução da interação (Figura 22).  
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Figura 21: (A) Gráfico mostrando o comportamento da interação de H. samuelpessoai com macrófagos 
peritoniais durante 1, 2, 3, 4, 6 e 24 h. Estes dados representam a média de três experimentos independentes. (B) 
Identificação de moléculas similares à gp63, presentes no sobrenadante de interação após 3 h, através da técnica 
de Western blotting usando-se o anticorpo anti-gp63. (C) Fotografias ilustrando as diferentes visões da interação: 
parasitos na forma promastigotas dentro de vacúolos (setas pretas cheias), parasitos com forma arredondada no 
interior de vacúolos (cabeças de setas brancas) e parasitos com inúmeros grânulos ao longo do citoplasma, 
evidenciando uma provável injúria celular (setas pretas vazadas). 
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Figura 22: Efeito de moléculas similares à gp63 na interação de H. samuelpessoai e macrófagos. (A) Células de 
H. samuelpessoai foram tratadas com diferentes moduladores (indicados à esquerda do gráfico) e colocadas para 
interagir com macrófagos peritoniais. Verificou-se que a interação celular diminuiu significativamente quando as 
células foram pré-tratadas com 1,10-fenantrolina, com anticorpos anti-gp63 e também quando os intestinos foram 
pré-tratados com a proteína gp63 purificada de C. deanei.  Estes dados representam a média de três experimentos 
independentes. (B) Microscopia óptica ilustrando a diminuição da interação quando parasitos  (setas) foram pré-
tratados com anticorpos anti-gp63 em comparação ao sistema controle. (� P<0,05) 

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 



 

        

 

 

 
 
 

 

Discussão 
 

 



 

        

Na superfície de H. samuelpessoai está localizada uma molécula similar à gp63, como 

foi mostrado em estudos anteriores através de caracterização bioquímica e enzimática 

(ETGES,1992, SANTOS et al.,2003). Esse presente estudo traçou um paralelo com estudos 

anteriores mostrando semelhanças bioquímicas através de SDS-PAGE, além de demonstrar 

uma reação cruzada entre antígenos de H. samuelpessoai e o anticorpo anti-gp63 de L. 

amazonensis usado na análise de Western blotting, citometria de fluxo e microscopia 

confocal. Em adição, diversos grupos já reportaram que uma significante proporção de gp63 é 

secretada por promastigotas de Leishmania (MCGWIRE et al.,2002, YAO et al.,2002, JAFFE &  

DWYER,2003). Nesse contexto, também foi mostrada a expressão de atividade secretada da 

proteína similar à gp63 por células de H. samuelpessoai.  

Nas análises de SDS-PAGE foi demonstrado que a massa molecular da peptidase 

presente em H. samuelpessoai, tanto na superfície quanto secretada, é de 66 kDa e quando 

analisada em condições desnaturantes, de 63 kDa.  

Na análise de microscopia confocal de fluorescência, interessantemente, a marcação 

não foi homogênea, uma vez que alguns parasitos estão mais fluorescentes que outros. A 

primeira explicação para essa observação pode ser porque a expressão da peptidase esteja 

relacionada à fase do ciclo de vida em que o parasito se encontra, uma vez que as culturas 

desses parasitos não são sincronizadas. Além disso, a ocorrência de subpopulações distintas 

pode demonstrar a diferença de expressão da molécula de superfície similar à gp63 nos três 

estágios de desenvolvimento do parasito (promastigota, paramastigota e opistomastigota) 

quando cultivados in vitro, ou mesmo uma diminuição no acesso dessa molécula a ligantes 

externos, como proposto para outros glicoconjugados em H. samuelpessoai (SANTOS et 

al.,2002a). Em Leishmania, isoformas de gp63 são diferencialmente expressas durante o 

crescimento de promastigotas desde a fase logarítmica até a fase estacionária (revisto por 

YAO, DONELSON &  WILSON,2003). Além disso, produtos dos genes de gp63 podem ser 

dispostos de forma diferente na célula, sendo retidas no citoplasma e/ou na membrana ou 

secretadas, sugerindo que as menores diferenças nas seqüências das isoformas de gp63 podem 

ter conseqüências funcionais. Seguindo o mesmo raciocínio, é possível que essas pequenas 

diferenças nas isoformas possam fazer com que elas sejam expressas em diferentes 

compartimentos do parasito e/ou em diferentes etapas do ciclo de vida (revisto por YAO, 

DONELSON &  WILSON,2003).  

Parasitos tratados com PLC mostraram uma redução significativa, tanto na marcação 

de superfície com anticorpos anti-gp63 bem como na atividade proteolítica correspondente à 



 

        

metalopeptidase de 66 kDa quando comparados com os não-tratados, justificando que estas 

moléculas de superfície são ancoradas via GPI (ETGES,1992, SCHNEIDER &  GLASER,1993, 

SANTOS et al.,2002a). MCGWIRE e colaboradores (2002) demonstraram que a liberação da 

gp63 ancorada via GPI para o meio extracelular é reduzida drasticamente pelo tratamento com 

1,10-fenantrolina em Leishmania. Nesse sentido, o inibidor de zinco-metalopeptidase foi 

capaz de reter a secreção dessa enzima de forma dose-dependente, enquanto o inibidor de PLC 

(p-CMPS) não alterou o padrão de secreção da molécula similar a gp63 em H. samuelpessoai. 

Coletivamente, estes resultados sugerem que a gp63 de H. samuelpessoai também é secretada 

a partir da superfície do parasito por proteólise, e não por fosfolipólise. 

Como previamente proposto, a existência de moléculas similares à gp63 em 

tripanossomatídeos monoxênicos, que são parasitos de insetos e não infectam vertebrados, 

sugere uma função primária para essa peptidase no intestino médio do inseto vetor. O pH no 

intestino do inseto (pH 6-7), o habitat natural para H. samuelpessoai (MCGHEE &  

COSGROVE,1980), coincide com o pH ótimo da peptidase extracelular e de superfície, como 

foi observado no presente trabalho. Usando proteínas nativas como substratos, CHAUDHURI &  

CHANG (1988) observaram um pH ótimo entre 3,0-4,0 para a gp63 de promastigotas de 

Leishmania mexicana amazonensis; enquanto TZINIA &  SOTERIADOU (1991) reportaram dois 

picos de atividade no pH 5,8 e pH 7,2 para clivagem de insulina por 7 diferentes espécies de 

Leishmania. ETGES e colaboradores (1987) afirmaram que a gp63 de promastigotas de 

Leishmania major era mais ativa contra azocaseína em torno de pH 7,0. Essas diferenças 

quanto ao pH ótimo da gp63 de diferentes espécies de Leishmania podem ser explicadas 

devido ao uso de substratos globulares versos substratos lineares (YAO, DONELSON &  

WILSON,2003). Adicionalmente, em estudos anteriores, foi reportado que H. samuelpessoai 

produz uma metalopeptidase de 60-70 kDa que apresenta atividade catalítica em um amplo 

espectro de pH (5,0 a 10,0) (SANTOS et al.,2003). 

Nesse estudo, comparou-se a atividade da metalopeptidase extracelular e de superfície 

em diferentes temperaturas. Em H. samuelpessoai, foiobservada uma expressão semelhante de 

metalopeptidase de superfície nas temperaturas de 26 e 37°C. Porém, a metalopeptidase 

secretada apresenta diferença na capacidade hidrolítica a 26 e a 37°C. À temperatura do inseto 

vetor (26°C), essa enzima proteolítica foi menos ativa que na temperatura do vertebrado 

(37°C). Esse fato pode ser explicado pela ausência da âncora de GPI na peptidase secretada, 

que pode modificar sua estrutura tridimensional, alterando sua capacidade hidrolítica frente a 

diferentes temperaturas. 



 

        

O efeito dos inibidores na atividade proteolítica indica qual o tipo de catálise da 

peptidase. Neste sentido, a proteína similar à gp63 extracelular de H. samuelpessoai 

demonstrou similaridade com a peptidase de superfície deste parasito e com a gp63 de 

Leishmania, como a sensibilidade a 1,10-fenantrolina. Outros tripanossomatídeos inferiores 

também secretam peptidases inibidas por 1,10-fenantrolina (SANTOS et al.,1999; 2001a; 2005; 

2008; D’A VILA -LEVY et al.,2001; ALMEIDA  et al.,2003; JAFFE &  DWYER,2003; VERMELHO et 

al.,2003). Outros inibidores de metalopeptidase, como EDTA e EGTA, também diminuíram a 

atividade proteolítica, porém menos significativamente. E-64, um inibidor de cisteína 

peptidase, diminuiu levemente a atividade da metalopeptidase de 66 kDa de H. 

samuelpessoai. Isso pode indicar a presença de um grupamento tiol próximo ao sítio ativo, 

como já sugerido para outras metalopeptidases produzidas por tripanossomatídeos (SANTOS et 

al.,2002a). O PMSF, inibidor de serina peptidase, pouco inibiu a atividade dessa 

metalopeptidase. 

O ciclo de vida dos tripanossomatídeos é caracterizado por uma série de diferenciações 

e variações no metabolismo. Os eventos de diferenciação requerem mudanças específicas nos 

processos biológicos básicos das células e são reflexos de estímulos ambientais. Diversos 

fatores são capazes de desencadear a diferenciação celular em tripanossomatídeos, incluindo 

fatores bióticos e abióticos (PARSONS &  RUBEN,2000). Já é conhecido que a temperatura de 

crescimento de diferentes microrganismos pode modular a expressão de diversas moléculas, 

incluíndo enzimas proteolíticas. Em H. samuelpessoai, a temperatura de mamíferos (37°C) e a 

exposição ao DMSO induzem o parasito a se diferenciar das formas promastigotas 

(tipicamente encontrada a 26°C, sem nenhum estímulo) às formas paramastigotas e 

opistomastigotas (ROITMAN et al.,1972; ANGLUSTER et al.,1977, CASTELLANOS et al.,1981; 

SANTOS et al.,2001, 2002a, 2003). A fim de correlacionar a expressão da peptidase similar à 

gp63 com o processo de diferenciação celular em H. samuelpessoai, as enzimas de parasitos 

crescidos unicamente a 26°C, na mesma temperatura porém na presença de DMSO e a 37°C 

nas mesmas condições foram analisadas por gelatina-SDS-PAGE.  Os resultados mostraram 

alterações significativas na expressão da metalopeptidase de H. samuelpessoai, somente a 

atividade de cisteína peptidases foi significativamente diminuída quando o parasita foi 

crescido a 37°C, sugerindo uma possível influência da temperatura de crescimento na 

produção desta classe de peptidase. Uma vez que a atividade da cisteína peptidase de 45 kDa 

depende da temperatura, pode-se correlacionar essa enzima a processos metabólicos que 

ocorram a 26°C (temperatura do inseto vetor), o que não ocorre quando o parasito cresce a 



 

        

37°C. Essa variação na atividade pode também estar relacionada à diferenciação do parasito, 

já que a principal forma evolutiva observada a 37°C é a paramastigota, enquanto que a 26°C 

as formas promastigotas são predominantes (ROITMAN et al.,1972; ANGLUSTER et al.,1977). 

 Outro forte agente capaz de desencadear a diferenciação celular em vários sistemas 

biológicos, incluindo H. samuelpessoai, é o DMSO (CASTELLANOS et al.,1981; revisto por 

SANTOS et al.,2003). Sabe-se que a redução da proliferação do parasito é acompanhada pelo 

aumento da taxa de diferenciação em H. samuelpessoai (SANTOS et al.,2007), e quando o 

parasito cresce na ausência de DMSO apresenta uma preponderância de formas promastigotas 

durante 24 a 72 h (CASTELLANOS et al.,1981; SANTOS et al.,2001,2002a,2003). Porém, quando 

incubados na presença de DMSO, o número de promastigotas diminui, e juntos 

paramastigotas e opistomastigotas aumentam para aproximadamente 60 a 70% durante 24 a 72 

h (CASTELLANOS et al.,1981; SANTOS et al.,2001,2002a,2003). Em trabalhos anteriores, 

demonstrou-se que, em H. samuelpessoai, a diferenciação induzida por DMSO é dependente 

da expressão de peptidase, uma vez que inibidores proteolíticos bloquearam esse processo 

(SANTOS et al.,2003). Nesse trabalho, foi confirmado que o DMSO induz a diferenciação e 

que a redução na expressão de cisteína peptidase nas células promastigotas são eventos 

conectados. Por outro lado, a expressão da metalopeptidase de 66 kDa não é 

significativamente alterada na presença do DMSO, como foi visto nos ensaios de gelatina-

SDS-PAGE e western blotting. 

A gp63 de Leishmania é sabidamente uma enzima capaz de degradar diferentes 

substratos protéicos, incluindo gelatina, caseína, azocaseína, albumina, hemoglobina e 

fibrinogênio (BOUVIER et al.,1990). Certamente, sua habilidade em hidrolisar tal espectro de 

substratos fez da mesma uma proteína conveniente para interagir com as moléculas 

encontradas em ambientes diversos do hospedeiro vertebrado ou do inseto vetor. A proteína 

similar à gp63 em H. samuelpessoai, presente na superfície do parasito, foi capaz de hidrolizar 

também um amplo espectro de proteínas: gelatina, caseína, BSA, hemoglobina, soro albumina 

humana, IgG, mucina assim como o extrato do intestino do inseto Aedes aegypti. O amplo 

espectro de degradação dessa peptidase pode possivelmente auxiliar esse parasito na obtenção 

de aminoácidos para sua nutrição, assim como clivar barreiras para promover sua 

disseminação, pois os insetos comumente apresentam diversos mecanismos de proteção contra 

microrganismos, como a produção de peptídeos com ação antimicrobiana. Dessa forma, os 

tripanossomatídeos que passam pelo menos uma fase do seu ciclo celular dentro de um inseto 

devem apresentar mecanismos de maneira a escapar desses mecanismos. A produção de 



 

        

peptidases é o aparato mais importante que os parasitos dispõem para escapar desses 

mecanismos de defesa dos insetos (revisto por MOSOLOV et al.,2008). Por este meio, o amplo 

espectro de ação da proteína similar à gp63 de H. samuelpessoai também pode melhorar a sua 

capacidade de ultrapassar as barreiras de defesa do inseto. Do mesmo modo, moléculas 

produzidas por Leishmania são capazes de hidrolisar as várias proteínas relevantes do 

hospedeiro assim como clivar diferentes peptídeos antimicrobianos (KULKARNI  et al.,2006). 

A atividade de gp63 também já foi descrita em outros tripanossomatídeos patógenos 

de humanos, incluindo T. cruzi e T. brucei. Nesse último, sugeriu-se que a atividade da 

metalopeptidase de superfície era responsável pelo “shedding” da VSG (glicoproteína variante 

de superfície) durante a diferenciação celular (BANGS et al.,1997). De fato, uma das famílias 

de gp63 do T. brucei está envolvida na liberação de VSG transgênica (LACOUNT et al.,2003). 

O T. cruzi possui uma família de genes de gp63 compostos de grupos múltiplos (CUEVAS, 

CAZZULO &  SÁNCHEZ,2003). Dois destes grupos, Tcgp63-I e -II , estão presentes como genes 

com alto número de cópias, e anticorpos anti-Tcgp63-I foram capazes de bloquear 

parcialmente a infecção de células Vero por tripomastigotas, sugerindo um possível papel para 

esta metalopeptidase durante o processo de interação in vitro (CUEVAS, CAZZULO &  

SÁNCHEZ,2003). 

Várias funções podem ser especuladas para a metalopeptidase similar a gp63, como 

por exemplo: pode permitir que os parasitos evadam uma variedade de fatores 

antimicrobianos no ambiente extracelular, incluindo a degradação de serina peptidases, que 

são mediadoras em muitos aspectos da imunidade do invertebrado, como a coagulação da 

hemolinfa e ativação da síntese do peptídeo antimicrobiano (GORMAN &  PASKEWITZ,2001). 

Além disso, dentro do inseto vetor, a gp63 pode favorecer a utilização de nutrientes presentes 

no sangue ingerido durante os primeiros estágios do desenvolvimento, assim como proteger o 

parasito contra enzimas digestivas do vetor (SCHLEIN, SCHNUR &  JACOBSON,1990). Nesse 

sentindo, tentou-se implicar uma provável função para a proteína similar à gp63 de H. 

samuelpessoai dentro do intestino do inseto vetor. O A. aegypti é um eficiente vetor dos vírus 

da dengue e da febre amarela devido a sua proximidade com os humanos e de seu 

comportamento em alimentar-se de múltiplos hospedeiros durante um único ciclo gonotrófico 

(GUBLER,2004). Desde que tripanossomatídeos monoxênicos foram associados a lesões em 

pacientes imunodeprimidos (MCGHEE &  COSGROVE,1980; MCBRIDE et al.,1995; MONDAIN-

MITON et al.,1995; JIMÉNEZ et al.,1996; PACHECO et al.,1998; IBRAHIM  et al.,1997; 

MILLER,2000; CHICARRO &  ALVAR ,2003; MORIO  et al.,2008), a relevância de se estudar a 



 

        

interação entre esses tripanossomatídeos e insetos hematófagos aumentou vertiginosamente. 

A. aegypti também foi escolhido como modelo experimental porque já foi mostrado que 

Herpetomonas sp. foi capaz de colonizar repetidamente este inseto (WEINMAN &  

CHEONG,1978). Além disso, foi estabelecido que B. culicis e C. deanei são capazes de se ligar 

in vitro a intestinos dissecados de A. aegypti (FAMPA et al.,2003, D’A VILA -LEVY et 

al.,2005b,2006a) e que B. culicis pode colonizar intestinos de A. aegypti (FAMPA et al., 2003). 

Os tripanossomatídeos das espécies P. françai, C. guilhermei (D´AVILA -LEVY et al.,2006a) e 

H. megaseliae (SILVA  et al.,2009) também são capazes de interagir com o intestino de A. 

aegypti. Além disso, foi demonstrado que ocorre o mesmo perfil de interação entre o 

hospedeiro natural (Megaselia scalaris) e o A. aegypti para H. megaseliae, um forte indicador 

que esse inseto pode ser usado como hospedeiro experimental na infecção com 

tripanossomatídeos (NOGUEIRA DE MELO et al.,2006). 

Os resultados desse trabalho corroboram mais uma vez para o uso deste inseto como 

modelo na interação com H. samuelpessoai, uma vez que estes parasitos foram capazes de 

colonizar o intestino de A. aegypti por até oito dias. Assim que o A. aegypti foi confirmado 

como um bom modelo experimental para estudos de interação com tripanossomatídeos 

inferiores, foram realizados ensaios de interação com promastigotas de H. samuelpessoai 

previamente tratados com inibidores proteolíticos e PLC, tendo sido a interação reduzida, 

porém não especificando a atuação direta da proteína similar à gp63 nesse processo. Assim, 

foram feitos ensaios mais específicos usando anticorpos anti-gp63. Esse tratamento levou a 

uma significante redução na capacidade de adesão dos parasitos aos intestinos. Por outro lado, 

parasitos tratados com IgG irrelevante aderiram ao intestino de forma similar ao controle. 

Esses dados sugerem um provável envolvimento das moléculas de gp63 no processo de 

ligação de H. samuelpessoai com a parede do intestino de A. aegypti. No entanto, não era 

possível descartar uma possível inibição da interação como resultado de impedimento estérico 

do anticorpo. Para minimizar esta questão, outra evidência do papel da gp63 em intestinos de 

inseto foi demonstrada pré-tratando-se os intestinos explantados com a metalopeptidase 

purificada (gp63) de C. deanei. O tratamento do intestino reduziu a interação, indicando que 

moléculas similares à gp63 são relevantes nesse processo. Foi testado também o efeito da 

enzima inativada e da apoenzima para excluir a hipótese de que a atividade proteolítica da 

gp63 tenha degradado receptores e diminuído a interação; no entanto, os mesmos resultados 

foram observados, sugerindo uma saturação dos receptores do intestino pela proteína 

purificada. Estes resultados de modulação da interação entre H. samuelpessoai e intestinos de 



 

        

A. aegypti podem ser sumarizados esquematicamente, como demonstrado nas figuras 23 e 24 

(SANTOS, BRANQUINHA E D’A VILA -LEVY,2006). 

Como células de H. samuelpessoai são capazes de secretar a proteína similar à gp63 

para o meio extracelular, a pesquisa dessa molécula no sobrenadante da interação com os 

intestinos de A. aegypti se fez relevante. Assim, a análise por western blotting dessa reação, 

obtida após 1 h de interação, demonstrou um aumento na secreção de moléculas similares à 

gp63 (cerca de 2 vezes) em comparação com parasitos isolados em meio de cultura. Como 

esperado, intestinos isolados não apresentam qualquer reatividade cruzada contra a molécula 

de gp63. Do mesmo modo, parasitos pré-tratados com 1,10-fenantrolina e, em seguida, 

colocados pra interagir com os intestinos não foram capazes de secretar a molécula, o que se 

justifica pelo fato da gp63 ser secretada via proteólise. Pode-se sugerir, com base nesses 

resultados, que a molécula similar à gp63 de H. samuelpessoai, assim como de outros 

tripanossomatídeos inferiores (SANTOS, BRANQUINHA E D’A VILA -LEVY,2006), é realmente 

relevante na adesão do parasito ao hospedeiro invertebrado, e parece ter sua expressão 

aumentada quando em contato com os intestinos de vetores. Através da análise de citometria 

de fluxo, pode-se confirmar esse fato, uma vez que as células que foram recolhidas do 

intestino do inseto após colonização por 6 dias tiveram uma maior marcação com o anticorpo 

anti-gp63 quando comparadas às células cultivadas em BHI. 

Uma outra questão levantada mais recentemente diz respeito à possibilidade de 

tripanossomatídeos monoxênicos serem capazes de infectar e sobreviver dentro de 

hospedeiros mamíferos, incluindo seres humanos. Isso acontece em pacientes 

imunocomprometidos que ficam vulneráveis à infecção por tripanossomatídeos (ou outros 

parasitos) que nem sobrevivem ou não são detectados em indivíduos imunocompetentes 

(CHICARRO &  ALVAR ,2003). Além disso, uma revisão na literatura revela outros casos de 

infecção de mamíferos por tripanossomatídeos monoxênicos (revisto por MCGHEE &  

COSGROVE,1980). Como por exemplo, JANSEN e colaboradores (1988) demonstraram que as 

glândulas de cheiro de gambás experimentalmente infectadas suportam o crescimento de C. 

deanei por pelo menos 6 meses. Além disso, células biotiniladas de C. deanei reconhecem 2 

polipeptídeos no lisado de fibroblastos, indicando que esses tripanossomatídeos podem aderir 

e invadir com sucesso esse tipo de célula (MATTEOLI et al.,2009), corroborando o fato de que 

C. deanei e H. roitmani (cepas selvagens) podem infectar e sobreviver em fibroblastos de pele 

de camundongos (SANTOS et al.,2004). 



 

        

Assim sendo, o estudo da interação entre esses tripanossomatídeos classicamente não 

patogênicos com hospedeiros vertebrados tornou-se relevante. Nesse sentido, usando 

macrófagos peritoniais de camumdongos, realizou-se um modelo de interação entre H. 

samuelpessoai e o hospedeiro vertebrado. Foi observado que os parasitos crescidos tanto a 26 

quanto a 37°C eram capazes de se associar aos macrófagos de forma crescente até o período 

de 4 horas, sendo muito provavelmente debelados por sua atividade microbicida depois de 6 

até 24 h. Também foi encontrada maior quantidade de gp63 secretada quando os parasitos 

entram em contato com os macrófagos, sugerindo novamente um aumento de expressão dessa 

molécula no momento da interação. Além disso, foram realizados ensaios de interação com 

promastigotas de H. samuelpessoai previamente tratados com inibidor de metalopeptidase 

(1,10-fenantrolina) e anticorpos anti-gp63, e todos esses moduladores foram capazes de 

diminuir a interação entre os parasitos e o hospedeiro vertebrado, evidenciando sua 

importância também nesse tipo de interação. Seguindo o mesmo raciocínio da interação com o 

hospedeiro invertebrado, foi testado também o pré-tratamento dos macrófagos com a gp63 

purificada, que da mesma forma saturou os receptores; nesse caso, as evidências eram 

maiores, pois já foi relatado que os macrófagos possuem receptores para fibronectina e a gp63 

tem seqüências relacionadas à fibronectina que são reconhecidas por esses receptores 

(SOTERIADOU et al.,1992). Assim sendo, nesse caso também houve diminuição da interação, 

comprovando a importância dessa molécula para H. samuelpessoai. 

A proximidade evolutiva de H. samuelpessoai com importantes patógenos humanos, 

inclusive espécies de Leishmania (HUGHES &  PIONTKIVSKA ,2003), é possivelmente refletida 

na similaridade de alguns aspectos da maquinaria celular básica destes parasitos. Esses 

resultados corroboram que existem similaridades bioquímicas e imunológicas entre a gp63 de 

Leishmania e a peptidase de H. samuelpessoai, e isso pode sugerir que esta molécula tenha 

sido conservada evolutivamente. Essa é uma evidência de que a molécula gp63 é realmente 

importante para sobrevivência dos tripanossomatídeos no interior de seus respectivos 

hospedeiros invertebrados. No entanto, esta hipótese não exclui o papel desta molécula no 

contexto da interação com o hospedeiro vertebrado, como já demonstrado por vários autores. 

 

 

 

 

 



 

        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 23: Esquema indicando diferentes sistemas empregados para demonstrar um possível papel 
desempenhado pela proteína similar à gp63 na interação de H. samuelpessoai com o hospedeiro invertebrado. A 
representação mostra o tripanossomatideo expressando moléculas similares à gp63 de superfície e outras 
proteínas transmembranares ou ancoradas via GPI. A adesão ao epitélio do intestino in vitro é avaliada em 
parasitos não tratados (controle) e tratados com inibidores de metalopeptidase, fosfolipase C (PLC) ou anticorpos 
anti-gp63. Esses tratamentos reduzem o nível de adesão devido a remoção ou inativação da proteína similar à 
gp63 de superfície (adaptado de SANTOS, BRANQUINHA &  D’A VILA -LEVY,2006). 
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Figura 24: Esquema indicando diferentes sistemas empregados para demonstrar um possível papel 
desempenhado pela proteína similar à gp63 na interação de H. samuelpessoai com o hospedeiro invertebrado. A 
representação da inibição da adesão do parasito por uma proteína similar à gp63 purificada (intacta, inativada por 
calor ou por remoção dos íons - apoenzima), sugere saturação dos receptores do intestino (adaptado de SANTOS, 
BRANQUINHA &  D’A VILA -LEVY,2006). 
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