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RESUMO

FERNANDA M ACHADO PEREIRA

“E XPRESSAO DE MOLECULAS SIMILARES A GP 63EM HERPETOMONAS
SAMUELPESSOAL IMPLICACOES FUNCIONAIS NA INTERACAO COM O
HOSPEDEIRO INVERTEBRADO E VERTEBRADO "

ORIENTADOR: ANDRE LUIS SOUZA DOSSANTOS

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida acafragde Pés-Graduacdo em Ciéncias
(Microbiologia), Instituto de Microbiologia ProfaRlo de Gées da Universidade Federal do Rio derdane
como parte dos requisitos necessarios para a @utefuctitulo de Mestre em Ciéncias Biol6gicas.

Herpetomonas samuelpessoam tripanossomatideo monoxénico, produz uma
metalopeptidase de superficie de 66 kDa, que apeestmilaridades com a gp63 de
Leishmaniaspp. Este estudo visou caracterizar a peptidasetada e a de superficie
desse parasito, assim como inferir uma funcdo essas enzimas. O extrato celular, a
fracdo de membrana e o sobrenadante de cultivenfafdicados em gel de SDS-PAGE
para evidenciar o perfil de proteinas e em gel&iD&-PAGE para identificar a atividade
proteolitica. Detectou-sema metalopeptidase de 66 kDa em todas as 3 porgdes. Tanto
a peptidase secretada quanto a de membrana aprasegaracteristicas bioquimicas (pH
6timo 6,0, temperatura 6tima %7 e sensibilidade a 1,10-fenantrolina) muito sirea
sugerindo que se trata da mesma peptidase. Wédtdting mostrou um polipeptideo de
63 kDa reconhecido pelo anticorpo anti-gp63, asslactanto ao extrato celular quanto ao
sobrenandante. Citometria de fluxo e microscopifludgescéncia corrobororaram com a
presenca de moléculas similares a gp63 na sugei@iasitos foram tratados ou ndo com
1,10-fenantrolina (inibidor de metalopeptidase) @GMPS (inibidor de fosfolipase C,
PLC) e o sobrenadante foi analisado em gelatina-BRSE, mostrando que secrecao
era atraves de protedlise, uma vez que era ingmd4,10-fenantrolina. Também foi visto
gue sua expresséao nao foi influenciada pela diégagéo celular, quando esta foi induzida
pela temperatura ou pela presenca de dimetilsdldémb meio de cultura. Além disso, a
gp63 foi capaz de hidrolisar diferentes substrptoéicos, sugerindo um amplo espectro
de utilizacdo de substratos. Para implicar umadang essa molécula, mosquitos da

espécieAedes aegyptforam alimentados com tampao contendo parasiteesyvios



parasitos foram capazes de colonizar o intestirgsedenseto durante oito dias. Os
parasitos foram pré-tratados com diferentes modutad inibidores de metalopeptidase,
anticorpos anti-gp63 e PLC, resultando numa sigatifta reducdo da interagcdo com
intestinos explantados. Em adicédo, a pré-incubalgiintestinos com gp63 purificada
também causou inibicdo da adesdo. Ha também umnénitamto da expressao da enzima
na superficie quanto da secrecdo para 0 meio ekitac quando em contato com 0s
intestinos. Visto a incidéncia de parasitoses opastas em pacientes HIV positivos, a
relevancia dessa molécula foi testada na interegdoo hospedeiro vertebrado. Parasitos
crescidos tanto a 26 quanto a 37°C eram capazss agsociar aos macrofagos peritoniais
de forma crescente até o periodo de 4 horas, satmlados pela atividade microbicida
dos macrofagos depois de 6 e 24 h. O pré-tratantstparasitos com 1,10-fenantrolina e
anticorpos anti-gp63, assim como dos macréfagos &ap63 purificada, foi capaz de
diminuir a interacéo celular. Também foi observade maior secrecdo da enzima apos o

contato do parasito com o hospedeiro vertebrado.

Palavras Chave: Tripanossomatidetes;petomonas samuelpessaaietalopeptidase,
gp63, interacao parasito-hospedekedes aegypti

Rio de Janeiro
Julho de 2009



ABSTRACT

FERNANDA M ACHADO PEREIRA

“E XPRESSION OF GF63-IKE MOLECULES IN HERPETOMONAS
SAMUELPESSOAI FUNCTIONAL IMPLICATIONS ON THE INTERACTION WITH
THE INVERTEBRATE AND VERTEBRATE HOSTS "

ORIENTADOR: ANDRE LUIS SOUZA DOSSANTOS

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida acafragde Pés-Graduacdo em Ciéncias
(Microbiologia), Instituto de Microbiologia ProfaRlo de Gées da Universidade Federal do Rio derdane
como parte dos requisitos necessarios para a @utefuctitulo de Mestre em Ciéncias Biol6gicas.

Previous works showed thaterpetomonas samuelpessoa monoxenous
trypanosomatid, produces a great amount of a 66 kig#l surface-located
metallopeptidase, which shares similar propertigh Weishmaniaspp gp63. This study
aimed to characterize the extracellularly released the major surface metallopeptidase
of this parasite, as well as to infer a probablecfion for these enzymes. First, the parasite
extract, the membrane fraction and the culture mgpant were applied on SDS-PAGE to
evidence the protein profile and on gelatin-SDS—EAG identify the proteolytic activity.

A metallopeptidase of 66 kDa was detected in akdhextracts. The secreted and the
surface proteolytic enzymes showed similar biocleaimfeatures (optimum pH 6.0,
optimum temperature 3¢ and sensibility to 1,10-phenanthroline), suggesthat they
are the same peptidase. Western blotting assayaleevea polypeptide of 63 kDa
recognized by the anti-gp63 antibody, present m dbllular extract as well as in the
culture supernatant. Flow cytometric and fluoreseemicroscopy confirmed the presence
of gp63-like molecules on the surfacetbfsamuelpessoaln order to propose a secretion
mechanism, parasites were treated or not with ftfEhanthroline (a metallopeptidase
inhibitor) or p-CMPS (a phospholipase C inhibitor, PLC), and ttirensupernatants were
analyzed on gelatin-SDS-PAGE, showing that the ipap¢ secretion was through
autoproteolysis since it was inhibited by 1,10-grehroline. It was also seen that its
expression is not influenced by cell differentiatiwwhen it is induced by temperature or by
the presence oflimethylsulfoxide in the culture medium. Moreovthis peptidase was

able to hydrolyze different proteinaceous substtagiggesting a wide spectrum of



substrate utilization. In an effort to implicatgassible role for this gp6&edes aegypti
mosquitoes were fed with phosphate buffer contgitive parasites. The parasites were
capable of colonizing tha&. aegyptigut during 8 days. Then, the parasites were paged
with different modulators, such as: metallopeptdaghibitors, anti-gp63 antibodies and
PLC, which resulted in a significant reduction ¢we tinteraction process. Moreover, the
incubation of explanted guts with purified gp63teio also caused a drastic inhibition on
the adhesion process. It was also seen by flownwstiy and western blotting that there is
an increase of both the surface expression of ttzynee and in the secretion to the
extracellular environment when in contact with tgect guts. In view of the incidence of
opportunistic parasites in HIV-positive patientse trelevance of this molecule was also
tested on the interaction with vertebrate hostwak observed that parasites grown both at
26 and at 37°C were able to associate to peritanaatophages in increasing levels up to
4 hours, and then quashed by the macrophage nuatabactivity after 6 to 24 h. Pre-
treatment oH. samuelpessoaiells with 1,10-phenanthroline and anti-gp63 andibs, as
well as of macrophages with purified gp63, wer® alble to decrease the interaction. An
increased secretion of the enzyme was observed tite parasite contact with the
vertebrate host. Collectively, these results suggiest the metallopeptidase from.
samuelpessoapresents an important role in the interaction whle invertebrate and

vertebrate hosts.

Key words: Trypanosomatidslerpetomonas samuelpessaaketallopeptidase, gp63,
parasite-host interactioAedes aegypti

Rio de Janeiro
Julho de 2009
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ABREVIATURAS

BHI — infus@o de cérebro e coragdo (“brain higdsion”)
BSA — soro albumina bovina

C3 — proteina 3 do sistema complemento

Ca'? — fons célcio

CDh4 — determinante celular de linfécitos T (“cd#terminant”)
CR3 — receptor de C3

CRD — determinante de reacgéo cruzada (“crossiveadeterminant”)
DFP ou DIFP — diisopropilfluorfosfato

DispF — diisopropilfluorfosfofluorideto

DNA — acido desoxirribonucléico

E-64 — Ltrans-epoxisuccinil leucilmido-(4-guanidino) butano
EDTA — acido etileno-diamino tetracético

EGTA — etileno glycol-bisptaminoetil éter)

FITC — isotiocianato de fluoresceina

g — gravidade

GP63 — glicoproteina 63 kDa

GPI — glicosilfosfatidilinositol

h — hora

HIV — virus da imunodeficiéncia humana

lgG — imunoglobulina G

kDa — kilodalton

LDH — lactato desidrogenase

M — molar

mA — miliampere

Mg*? — fons magnésio

MHC — complexo principal de histocompatibilidade

min — minuto

mi — mililitro

mM — milimolar

mm — milimetro

MSP — principal peptidase de superficie (“majoface peptidase”)



Na™ — fons s6dio

NADH — nicotinamida adenosina dinucleotideo

NEM — N-etilmaleimida

nm — nanémetro

P — fésforo

p-CMPS —p-cloromercuriofenilsulfénico

pH — potencial hidrogenidnico

p-HVB — p-hidroximercuriobenzoato

PLC — fosfolipase C

PMSF — fluoreto de fenilmetanosulfonil

PSP — peptidase de superficie de formas promaasi¢qiromastigote

surface peptidase”)

SDS — dodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE — eletroforese em gel de poliacrilanciolatendo SDS
SFB — soro fetal bovino

sp. — espécie

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

TPCK — L-1-tosilamido-2-feniletil clorometil cata

U — unidade

\Y, —volts

VSG — glicoproteina variante de superficie

(“variant surface glicoprotein”)

viv — volume por volume
Zn'*? — fons zinco

ug — micrograma

ul — microlitro

pum — micrometro

uM — micromolar
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1) Familia Trypanosomatidae

A familia Trypanosomatidae pertence a ordem Kirlagila do sub-reino Protozoa, e
foi proposta para agrupar exclusivamente os prarz® monoflagelados que possuem
cinetoplasto, uma estrutura subcelular Uunica gquméoo um agregado do DNA mitocondrial
(k-DNA) (WALLACE,1966).

Os tripanossomatideos estdo divididos em doze g&nde acordo principalmente
com caracteristicas morfolégicas (forma do corplilae ponto de emersao do flagelo e
posicdo do cinetoplasto em relacdo ao nucleopL(MCE,1979) e especificidade por
hospedeiros (invertebrado, vertebrado e planta)cGME & COSGROVE1980;
VICKERMAN,1994).

Os parasitos heteroxénicos possuem ao longo todacvida dois hospedeiros, sendo
geralmente transmitidos de insetos a vertebrados pdantas (VWALLACE,1966;
VICKERMAN,1994; MOMEM,2001) (Figura 1). Estes apresentam importantedet2a na area
meédica, ja que seus constituintes sdo potenciatpatbgénicos ao homem (Ekeishmania
spp., Trypanosoma cruz Trypanosoma bruckiassim como no setor agropecuario, devido
aos prejuizos econbmicos provocados pelo géRégdgomonasum patogeno de vegetais
(tomate, café, coco, mandioca, entre outragM@RG0,1999) e pelo génerbrypanosoma
causador de doencas em gado, equinos e camela»REAI72; MGHEE &
COsSGROVE1980).

Os parasitos monoxénicos sao representados pealesogBlastocrithidig Crithidia,
Herpetomonas Leptomonas, Wallaceina, Angomonas, StrigomoeaRhynchoidomonas
(revisto por NTOS, BRANQUINHA & D AvVILA -LEVY,2006) (Figura 1). Estes tém apenas um
hospedeiro ao longo do ciclo de vida, sendo enadaf§ somente em invertebrados,
principalmente em insetos, e teoricamente ndo oauw@encas em humanos qkRE &
WALLACE,1966; VICKERMAN,1976; MCGHEE & COSGROVE1980; VICKERMAN,1994).
Contudo, alguns estudos recentes reportaram onsemgp de parasitoses oportunistas,
causadas por esses tripanossomatideos classicam@ygatogénicos, principalmente em
individuos infectados pelo virus da imunodefici@nhbumana (HIV) (MENEZ et al.]1996;
PACHECO et al.,1998; revisto por GICARRO & ALVAR,2003). Alguns autores consideram a
possibilidade de certas espéciesHigpetomona® Crithidia serem isoladas de hospedeiros
vertebrados e/ou plantas, sugerindo um ciclo dea \@thmilar aos tripanossomatideos
heteroxénicos (MGHEE & COSGROVE1980;CAMARG0,1999;SousA,2000).



invertebrado
planta vertebrado

Crithidia
Leptomonas
Blastocrithidia Leishmania
Herpetomonas Trypanosoma

Rhynchoidomonas Endotrypanum
Wallaceina

Phytomonas

Angomonas
Strigomonas

Figura 1: Relag&o espécie-hospedeiro dos tripanossomatifiepanossomatideos heteroxénicos alternam entre
hospedeiros invertebrados e vertebrados (seta Weneu plantas (seta verde). O desenvolvimento dos
parasitos monoxénicos ocorre em um U(nico hospedé@n@rtebrado (seta azul escura), embora
tripanossomatideos de insetos ja tenham sido B®ldd plantas e vertebrados (setas azuis clarag)afsitos
com nome em destaque (cinza) representam os néwmesay (adaptado dergros et al.2007).

1.1) Caracteristicas gerais dos tripanossomatideos

De uma forma geral, os tripanossomatideos séo isrgas unicelulares e eucariotos,
logo possuem um nucleo e organelas intracelulafmithdas por uma membrana bilipidica
(WALLACE,1966; McGHEE & COSGROVE1980; VICKERMAN,1994) (Figura 2). Destacam-se
nestes organismos algumas caracteristicas pe&yli@eo a presenca de uma mitocondria
Unica e ramificada, que percorre todo corpo celalaujo DNA consiste em uma rede de
cadeias circulares concatenadas e compactas, deadanicinetoplasto (MsLov &
SIMPSON,1995). O glicossoma também € uma organela singidesa familia e esta
relacionado com o peroxissoma de organismos etgsrisuperiores. Além de tornar a
transformacé@o de glucose em piruvato mais eficientetripanossomatideos que em outros
organismos eucariotos, ja que compartimentaliza ia glicolitica (revisto por
VICKERMAN,1994), o glicossoma também possui outras fungélasionadas a biossintese de
pirimidinas, recuperacdo de purinas, sintese deligidios e p-oxidacdo de acidos graxos
(revisto por MCHELS, HANNAERT & BRINGAUD,2000). Outra estrutura peculiar € o
acidocalcissoma, uma organela de carater acidiecaguazena ions, caracterizada por sua
elétron-densidade e grande concentracdo de célaif)(fosforo (P), magnésio (M9, sodio
(Na") e zinco (zA?), além de possuir em sua membrana vérias protéinesdoras, o que

ressalta sua importancia na osmorregulacdo, armamemno intracelular de energia e ions



para diversos processos bioquimicos essenciaisp @nalizacdo e diferenciacdo celular
(revisto por cAMPO et al.2005). Os tripanossomatideos apresentam tambéssgiieleto
formado por uma camada de microtibulos subpelies)associados entre si e a membrana
plasmatica, conferindo a forma celular e impedirnddrafego de moléculas (revisto por
GuLL,1999). A regido desprovida desses microtubultm|sa flagelar, representa o sitio para
endocitose/exocitose de macromoléculasc{¥RMAN & PRESTON1976; DE SouzA,1984;
revisto por VICKERMAM,1994). Outro componente dos tripanossomatideodlagelo Unico
composto basicamente por um axonema e um corpgiglague emerge da bolsa flagelar e
se encontra ancorado a célula pelos corpos basagais estdo associados a mitocdndria
(revisto por IANDFEAR & IGNATUSHCHENKQ,2001). O flagelo é fundamental na locomocao do
microrganismo, podendo em algumas espécies particip adesdo a tecidos hospedeiros
(VICKERMAN,1990;VICKERMAN & TETLEY,1990)(Figura 2).

4
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; \SPE: | Golgi
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L / —\ @)/ Nucleo |'I J
Glicossoma E ) ’ ; |
] \ " 4 | Nucléolo
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Figura 2: Esquema geral da morfologia dos tripanossomati@osampo et al.2005)



Durante seu ciclo de vida, os tripanossomatideoslefeontam com ambientes
diferentes; ora um hospedeiro invertebrado, orahaspedeiro vertebrado ou uma planta
(Figura 1). Por isso, faz-se necessaria a adaptigsges flagelados a diversos ambientes e
isto se da através de modificacdes morfo-fisiokdgjinos parasitos. Essas diferentes formas
evolutivas sdo caracterizadas pela morfologia dpacoelular, pela presenca ou auséncia de
flagelo extracelular, local de emersao do flagghmsicdo do complexo flagelo-bolsa flagelar-
cinetoplasto em relagdo ao nucleco@fe & WALLACE,1966; WALLACE,1977; Y OSHIDA et
al.,1978;VICKERMAN,1990,1994TEIXEIRA et al.1997) (Figura 3).

A reproducdo desses tripanossomatideos € asseruadarre por divisdo binaria
(McGHEE & CosGROVE1980), embora existam relatos sugerindo troca atenml genético
em algumas espécies ICKERMAN,1990; SUSA, PEREIRA & CORTEREAL,1997; SNTOS et
al.,2000).

P lé o || 8

\Y
Promastigota Paramastigota Opistomastigota Coanomastigota
! @ ,
¢ 7B

Amastigota Esferomastigota Tripomastigota Epimastigota

Figura 3: Formas evolutivas dos tripanossomatideos (adapad®usa,2000).

1.2) Tripanossomatideos inferiores

Os tripanossomatideos monoxénicos, juntamente c®rheteroxénicos do género
Phytomonas constituem um grupo denominado informalmente thgpdnossomatideos
inferiores” (WALLACE,1966). As diversas similaridades com patdégenosanos classicos
ressalta o interesse no estudo desse grupaLE,1966; MCGHEE & COSGROVE1980;
VICKERMAN,1994; ®DLIPAEV,2000), quando enfocam a busca de possiveis aosigeara
aplicacbes imunolégicas em bioensaiosus et al..1974), o possivel uso no biocontrole de
vetores ou patdgenos ®AuB,1992) e o seu emprego como modelos para estudos

fisioloégicos, bioquimicos, moleculares, ultraestrais e desenvolvimento de novas drogas



quimioterapicas (MGHEE & COSGROVE1980;VICKERMAN,1994). Alguns tripanossomatideos
inferiores sdo facilmente cultivados axenicamenteswbelecidos experimentalmente em
insetos, 0 que ressalta seu uso como modelo biol@gntro da familia Trypanosomatidae
(WALLACE,1979;MCGHEE & COSGROVE1980;VICKERMAN,1994).

Além disso, algumas publicacdes demonstraram cdsogoencas semelhantes a
leishmanioses causadas por tripanossomatideosoneferem pacientes imunodeprimindos
(geralmente infectados pelo HIV) @@HEE & COSGROVE1980; MCBRIDE et al.1995;
MONDAIN-MITON et al.,1995; MENEZ et al.1996; RACHECO et al.1998; BRAHIM et al. 1997,
MILLER,2000; GHICARRO & ALVAR,2003). O aparecimento desses casos € 0 aumento
crescente do numero de individuos infectados p&lopgddem, num futuro proximo, levar os
tripanossomatideos inferiores a figurar como inguds patdgenos oportunistas em areas de
clima tropical, onde insetos hematofagos da ordeptea estdo freqlientemente infectados
por esses microrganismos HRET et al.1995; DEDET & PRATLOG,2000). Recentemente,
BARRETO-DE-SOUZA e colaboradores (2008) demonstraram que a infeatdwitro de
macrofagos por HIV-1 diminuia a capacidade desghdas fagociticas profissionais de
eliminar o protozoario ndo-patogéniBtastocrithidia culicis além de facilitar sua replicacéo.
Portanto, esses dados enfatizam a necessidadelluer weracterizar parasitodéishmania
like” isolados de pacientes com HIV e seus fatdeesiruléncia, que permitem uma interacao

efetiva com hospedeiros vertebrados e invertebrados

1.2.1)Herpetomonas samuelpessoai

A espécieHerpetomonas samuelpess@um parasito monoxénico, ndo patogénico e
gue € extensivamente usado como modelo em estudisodicos, bioquimicos,
ultraestruturais e moleculares ¢@HEE & COSGROVE1980). E facilmente cultivado em meio
guimicamente definido ou em meio complexo prefasmente a 28C, temperatura de
insetos invertebrados (sLUSTERet al.1977; MCGHEE & CosGROVE1980). No entanto, séo
capazes de crescer também AdC37caracteristica de tripanossomatideos hetercx&mjoe
possuem um hospedeiro mamifero em seu ciclo de VYR@TMAN, ROITMAN &
AZEVEDO,1972).

O génerdHerpetomona® encontrado parasitando principalmente a ordgrteli; no
entanto, podem também ser encontrados em outresyridcluindo hemipteros e lepdopteros
(WALLACE,1966;VICKERMAN,1976). A espécikl. samuelpessoddi originalmente isolada do

inseto predadoZelus leucogramugertencente a familia Reduviidé@ALvAo et al.1970).



No entanto, varias outras espécies HErpetomonasforam isoladas de outras diferentes
classes de insetos, 0 que demonstra a capacidate género em colonizar distintos
hospedeiros invertebrados. Como por exemplo, gridsoladogderpetomonasp. do inseto
Aedes aegypt{WEINMAN & CHEONG,1978). Além disso, MRIN e colaboradores (2007)
relataram o isolamento de parasitos do géréEgpetomonasem tomates Lycopersicon
esculentumn

Parasitos pertencentes ao géndespetomonaspresentam durante seu ciclo de vida
trés estagios evolutivos: pro-, para- e opistorgatds, caracterizados pela posicao relativa do
cinetoplasto ao nucledANGLUSTER BUNN & DE Souza,1977). O mecanismo de
diferenciacéo dél. samuelpessoa desencadeado por mudancas na composicdo daleneio
cultura, condi¢gdes de incubacéo e por adicdo det&utias no meio de cultura que interagem
com componentes da membrana plasmatica, como Goalara A (®UzA et al.1980),
drogas colinérgicas @omMAs et al.,, ,1981a), lidocaina @HomAs et al.1981b) e
dimetilsulféxido (QASTELLANOS, ANGLUSTER& DE SOuzA ,1981; 3NTOS et al.2001). Essas
substancias induzem mudancas na composi¢cdo saea(®hARES et al.1984; \NTOS et
al.,2002a), na carga de superfcie celularaf&set al. 1988), na sintese de proteinasNBs
et al.2001), na producdo de fosfataseaNBos et al.2002b) e na expressdo de enzimas
proteoliticas (8NTOs et al.2003).

Sabe-se também qitt samuelpessoa@iompartilha antigenos cofypanosoma cruzi
(WALLACE,1966; SuzA et al.1974) e Leishmania spp. (BEGES1992; $HNEIDER &
GLASER,1993), fato que favorece a utilizacdo deste podtna como modelo conveniente
para procura de novas drogas tripanocidas. Nessid@eculturas vivas del. samuelpessoai
ja foram capazes de proteger parcialmente camuodorgntra o desafio de formas
sanguineas dE. cruzi(Souza et al.1974).

Além disso, em 2003. samuelpessodoi isolado do sangue de um individuo HIV-
positivo (Morio et al.2008). O paciente era um homem de 42 anos, mokaaul da
Franca, sem nenhuma viagem recente para fora dpqued foi internado com febre (38,9°C)
e dor de cabeca frontal continua. O paciente tnalal como florista, era homossexual, ndo
tinha histérico de uso de drogas, mas era portdddilV desde 1991, apresentando varios
fracassos com diferentes terapias antiretrovildigrante sete anos, a contagem de suas
células CD4 foi de 20 células/me, além disso, apresentou diversas infeccesupsids,
como condiloma anal, herpes zoster e multiplosdeps de candidiase oral. No momento da

admisséao no hospital, o paciente foi tratado coatalar, lamivudine, ritonavir, amprenavir e



cotrimoxazol. Seu exame fisico foi normal, sem mem anormalidade neurolégica nem
nenhum sitio primario de infecgcdo. O exame labotoevelou uma moderada sindrome
inflamatoria, anemia, neutropenia e trombocitopefididpsia da medula 6ssea, feita quatro
dias ap0s a internagdo, mostrou um processo regeeerAssim mesmo, exames buscando
doencas bacterianas, virais, fungicas e parasital®goram realizados no escarro, sangue,
liguor e medula 6ssea, porém todos os resultad@ndeegativos. No entanto, sendo a
leishmaniose endémica no sul da Franca, uma andstsangue foi inoculada num meio de
cultura especifico e apés quatro semanas um piiozdlagelado foi encontrado. A
coloracdo de Giemsa revelou uma morfologia claréeneliferente de promastigotos de
Leishmania Na identificacdo molecular, a comparacéo da po&3i do rRNA revelou 92%
de similaridade com uma sequéncia e samuelpessoa¢ 99,8% de similaridade com
Herpetomonasp. J4 a comparacdo da regido 18S do rRNA re\89P6 de similaridade
com a sequUéncia dé. samuelpessoaEstes resultados sugerem que o protozoario jpe&ten
ao génerdHerpetomona® que era geneticamente relacionadh daamuelpessodMORIO et
al.,2008). Nesse sentido, o estudo desse protozodna-s@ ainda mais importante, uma vez

comprovada a sua capacidade de infectar pacienteecomprometidos.

2) Peptidases

As peptidases, proteases ou peptideo-hidrolaseserséimas que clivam ligacdes
peptidicas em proteinas ou fragmentos protéicogul&i 4) (B\RRETT, RAWLINGS &
O’BRIEN,2001). As enzimas proteoliticas sé@o ubiquas, sesmtmntradas em sistemas
biologicos diversos, como plantas, animais e mgaoismos. Esta classe de enzimas
hidroliticas desempenha diversos papéis e saoefatssenciais no controle homeostatico
tanto em procariotos quanto em eucariotos. Logopegsidases sdo responsaveis pelos
complexos processos envolvidos na fisiologia norrdak células, assim como na
patofisiologia de muitas doencasgiirH,1982; McKERROW et al.1993; R0 et al.]1998;
SAJID & MCcKERROW,2002; YAO, DONELSON& WILSON,2003).

Classicamente, as peptidases sao classificadasdaasem trés critérios principais: (i)
o tipo de reacdo catalisada, (i) a natureza quindc sitio catalitico e (iii) as relacdes
evolutivas com referéncia a sequéncia de aminogogda estrutura da protei(BARRET,
RAWLING & O'BRIEN,2001).
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especificos do substrato (HP;). (D) Exemplo ilustrativo da estrutura terciaria de wmaima, com sitio ativo
evidenciado. (Adaptado d&OND & BUTLER (1987), MEROPS database (http://merops.sangek)ac.u

Dependendo do local de hidrélise na cadeia pdiigea, as peptidases podem ser
divididas em duas classes: as exopeptidases (E4@1319), que clivam ligacdes peptidicas
nas extremidades da cadeia, podendo ser generin@gnominadas amino- ou
carboxipeptidases; e as endopeptidases (E.C. 3D8)21que clivam ligacdes peptidicas
internas na molécula do substrat@® & BUTLER,1987; McCDONALD,1985;BARRET,1986)
(Figura 5).

As endopeptidases podem ser divididas em subcldssssadas nos grupamentos
guimicos que se localizam no sitio ativo dessagmaw Elas podem ser do tipo cisteina,
serina, metalo, treonina, aspartico e glutamicoopegdtidases. Algumas enzimas nao se
encaixam nessas subclasses e formam o grupo 3d&98ecanismo catalitico desconhecido

(revisto poBARRET, RAWLING & O’BRIEN,2001) (Figura 5).
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Figura 5: Esquema da classificacdo das peptidases quatifmoade reacao catalisada e a natureza quimica
do sitio ativo (adaptado @®OND & BUTLER,1987).

A sequéncia de aminoacidos na regidao amino-terndiasilpeptidases permite analisar
as relagOes evolutivas existente entre estasnéifidacdo de similaridades estruturais reflete
importantes correlacdes entre mecanismos cataligcoutras propriedades ABRET,1994).
Através dessas analises comparativas, é possiteindear similaridades funcionais e
estruturais entre peptidases desconhecidas e ohe&as caracterizadas, como tripsina,
pepsina, dentre outras.

Atualmente, o sistema MEROPS (http://merops.saageik) € sugerido para
classificagdo das peptidases. Este sistema indictassificacdo de determinada enzima
proteolitica com base na sua estrutura e perfihitbecdo. De acordo com este novo modelo,
as peptidases sao agrupadas em familias com basenadogia da sequiéncia de aminoacidos.
Familias que apresentam origens evolucionarias lasesi sdo organizadas em clas,
classificacdo realizada de acordo com a estrutnm@atia das enzimas que compdem tais
familias (RAWLINGS & BARRETT,2000; BARRET, RAWLING & O’BRIEN,2001; RAWLINGS,
O’BRIEN & BARRETT,2002; RAWLINGS, TOLLE & BARRETT,2004a;2004Db).

Para que determinada peptidase seja alocada enfamiléa, esta deve apresentar
similaridade com a seqiéncia de aminoacidos daadeidle peptidase (parte da enzima
responsavel pela atividade de hidrolase) da enmpr@sentativa daquela familia. As familias
sdo representadas por uma letra, que indica odpmecanismo catalitico, € um numero,

adicionado sequencialmente. O agrupamento dasidandin clas reflete similaridades na



estrutura secundaria, terciaria e na sequénciandeacidos cataliticos. O cla é representado
por duas letras: a primeira indica o tipo de mesrani catalitico e a segunda € adicionada
sequencialmente. As letras usadas sao ‘A’ (asparti€’ (cisteina), ‘M’ (metalo), ‘S’

(serina), ‘T’ (treonina) ou ‘U’ (tipo desconhecid®ARRETT, RAWLINGS & O’BRIEN,2001).

2.1) Inibidores Proteoliticos

Muitos inibidores proteoliticos naturais e sintésic tém sido identificados
(BARRETT,1986;BODE & HUBER,1992). Inibidores naturais desenvolvem funcbesmantes
na regulacdo pos-traducional da atividade protealiem microrganismos e em seus
hospedeiros (UsSTIGMAN et al.1992). Inibidores sintéticos sdo usados como feraas
importantes na subclassificacdo das peptidasegesngsupos principais MRRETT,1986). Os
efeitos de inibidores sobre a atividade enzimgtisdem determinar a classe das peptidases
(BARRETT,1994). Os inibidores proteoliticos podem ser aagos de acordo com sua
especificidade: aqueles que reagem com mais de alasse de peptidase; 0s que sao
especificos por uma unica classe; e finalmenteglaguue possuem alta especificidade por
uma unica peptidase €BNON & BOND,1989).

Todas as serina peptidases conhecidas séo infimdasisopropilfluorfosfato (DFP ou
DIFP) ou diisopropilfluorfosfofluorideto (DispF), uitas por fluoreto de fenilmetanosulfonil
(PMSF), e algumas por clorometil cetondksgtosil-lisina-clorometil cetona (TLCK), L-1-
tosilamido-2-feniletil clorometil cetona (TPCK)].nEetanto, PMSF e clorometil cetonas
também inibem algumas cisteina peptidases. Admsteptidases sdo em geral inibidas por
pequenas concentracdes mhidroximercuriobenzoatqpMB, o produto de hidrélise dp-
cloromercuriobenzoato), trans-epoxisuccinil leucilamido-(4-guanidino) butano §E&) e
reagentes alcalinos, tais como acetato de iodoametamida e N-etilmaleimida (NEM). As
aspartico peptidases sao inibidas especificamamtpgpstatinas e compostos diazoacetilicos,
tal como o diazoacetil-L-fenil-metil éster. Metap@ptidases sdo geralmente inibidas por
agentes quelantes, como acido etileno-diaminoctticm (EDTA), quelante de Mg etileno
glicol-bis (3-aminoetil éter) (EGTA), que quela Bae 1,10-fenantrolina, quelante de*Zn
(Rao et al.1998).

2.2) Peptidases em Tripanossomatideos
Os tripanossomatideos produzem uma enorme variettageptidases com diferentes

especificidades, tanto intra quanto extracelulara®m de peptidases de superficie



(exopeptidases). Muitas delas ja foram purificadasacterizadas e seus genes clonados e
seqiienciados. E proposto que as peptidases dedmmpeliferentes fun¢des de acordo com a
fase do ciclo celular em gque se encontra o paragtalo relevantes em diversos aspectos da
relacdo parasito-hospedeiro, incluindo: adsorcéenepacdo, sobrevivéncia intracelular,
replicacdo, diferenciacdo, escape do sistema ineunatricdo (revisto por BKERROW et
al.,1993; A\zzuLo, STOKA & TURK,1997; 3JID & MCKERROW,2002). Além disso, devido a
suas caracteristicas estruturais ndo muito conasneptidases de parasitos parecem ser alvos
alternativos para o desenvolvimento de novas drogasmicrobianas (NRTH,1982;
McKERROW et al.1993; MEDINA-ACOSTA BEVERLEY & RUSSELL1993; MEDINA-ACOSTA
KARESS& RUSSELL1993; YAO, DONELSON& WILSON,2003).

Os estudos sobre as peptidases de tripanossonsaideaelevantes por servirem de
modelo para compreensao da funcdo e evolucéo ¢dislgses em geral. A comparacao de
seqUéncias de aminodcidos, estruturas tridimerisiamamecanismo bioquimico de acao
ajudam a decifrar o curso de evolucdo das pepBd&BEDINA-ACOSTA KARESS &
RUSSELL1993; RWLINGS, O'BRIEN & BARRETT,2002; RAWLINGS, TOLLE & BARRETT,20044a).

Nos tripanossomatideos, as metalo e cisteinadasges sdo as enzimas proteoliticas
mais amplamente estudadas Oofi¥H,1982; McKERROW et al.1993; BRANQUINHA et
al.,1994;1996; 8nTOos et al.2006;2007).

3) Metalopeptidades
3.1) Leishmanolisina (Gp63 ent.eishmanig

As metalopeptidases sdo enzimas amplamente detscten diferentes espécies de
tripanossomatideos BNQUINHA et al.1996; S\NTOS et al.2006;2007).A mais estudada e
melhor caracterizada metalopeptidase expressa porparasito constituinte da familia
Trypanosomatidae é uma glicoproteina de 60-65 kigapminada gp63, leishmanolisina,
PSP (“promastigote surface peptidase”) ou MSP (Gmsiirface peptidase(ievisto pory Ao,
DONELSON& WILSON,2003) (Figura 6). Ja foram identificados genes apdificam proteinas
homologas a gp63 em. brucei(NAJIB, EL-SAYED & DONELSON1997) eT. cruzi(CUEVAS,
CAzzuLO & SANCHEZ,2003),além de peptidases com reacgao cruzada que foractatids em
alguns tripanossomatideos inferioresivllRso et al.1993; SHNEIDER & GLASER,1993;

revisto por 8NTOS, BRANQUINHA & D’AVILA -LEVY,2006).



Figura 6: Estrutura da leishmanolisina dle major. Representacéo das fitas da estrutura com o doriNini
terminal mostrado em vermelho, o dominio centralvende e o dominio C-terminal em azul. Pontes Hetsu
estdo mostradas em amarelo e o sitio ativo comomdtde zinco é representado pela esfera rosa
(SCHLAGENHAUF, ETGES& METCALF,1998).

Assim como a maioria das moléculas de superficie tgmanossomatideos, essa
glicoproteina esta ligada a membrana via uma ander&P| (BORDIER et al.1986), mas
também pode ser detectada no meio extracelularoGosua secrecédo é fortemente inibida
pelo quelante de metal 1,10-fenantrolina, sugerepse este processo € dependente de
autoproteolise (MGwIRE et al.2002; Yao et al.2002).

Diversas espécies deeishmania spp. contém classes distintas dos genes que
codificam a gp63, os quais sdo regulados nos difeseestagios do ciclo de vida dos
parasitos. Todas elas tém pelo menos 6 cOpiasmaoa® de genes relacionados intimamente,
gue codificam diferentes proteinas gp63; no enfaitmumas espécies podem ter até mais de
,20 genes randbmicos desta proteimag8MAN et al.1981; MEDINA-ACOSTA BEVERLEY &
RUSSELL1993; SEINKRAUS et al.1993). Uma simples interpretacédo para tal fatcasarde
gue multiplas moléculas de gp63 poderiam apreseiifierentes funcdes durante o ciclo de
vida de Leishmania (NAJIB, EL-SAYED & DONELSON1997). A gp63 € abundantemente
expressa nha superficie da forma promastigota piceidparasitos em fase log de
crescimento) (EGes BOUVIER & BORDIER,1987), que € infectiva ao inseto, tem sua expoessa
aumentada nas formas promastigotas metaciclicastivds ao homem (fase estacionaria), e
tem um baixo, porém detectavel nivel de express@ofonrma amastigota intracelular
(MEDINA-ACOSTA BEVERLEY & RUSSELL1993; MEDINA-ACOSTA KARESS& RUSSELL,1993).

Entretanto, nem todas as espéciesLdishmaniaexpressam a gp63 na forma amastigota



(revisto por Mo, DONELSON& WILSON,2003). Consequentemente, essa proteina desempenha
importantes papeéis nos diferentes estagios do catldar da_eishmania

A gp63 é uma endopeptidase capaz de hidrolisaratigesubstratos protéicwsvitro,
incluindo proteinas do soro: albumina, componedtesistema complemento, fibrinogénio,
hemoglobina e imunoglobulinas dBVIER et al.1990), assim como componentes da matriz
extracelular, tais como colageno do tipo IV e filgctina, o que facilita a migracdo do
parasito através da membrana basal subendotel@ifdndo sua disseminacdo nos tecidos
(McGWIRE, CHANG & ENGEMAN,2003). Porém,n vivo, os substratos da gp63 ndo sao
conhecidos. Essa ampla capacidade de degradacéoférte indicativo de que a enzima
também auxilia na nutricdo do parasito (revisto SAKTOS, BRANQUINHA & D’AVILA -
LEVY,2006). Além disso, foi testada a hipOtese de qup&B era capaz de proteger 0s
parasitos dos efeitos citoliticos de varios pepsdtimicrobianos, componentes importantes
do sistema imune inato dos vertebradomL@bRNI et al.2006). Foi visto quex- e 6-
defensinas, mangainina e catelicidinas tém umadatie leishmanicida maior contra a
espéciel. major apds nocaute para gp63. Usando um analogo da mregaa pexiganana,
como modelo de peptideo, mostrou-se que a evaadteeido a rapida e extensa degradacao
do peptideo por parasitas selvagens. O tratamemtpacasitas nocautes com pexiganana
induzia a maior permeabilidade da membrana e es@oesle caracteristicas tipicas de
apoptose, incluindo diminuigdo do tamanho cel@aposicao de fosfatidil serina assim como
inducdo da via das caspases. Esses resultadosamastgp63 como um fator de viruléncia,
protegendo o parasito da morte programada indupelas peptideos antimicrobianos
(KULKARNI et al.2006).

Varias possiveis fungbes ja foram sugeridas paraokcula de gp63 quando o
promastigota déeishmaniaesta presente no hospedeiro vertebrado, tais cestionulo da
fagocitose através dos receptores CR3 dos macs){dfusSER& EDELSON,1987; RISSELL,
TALAMAS -ROHANA & ZELECHOWSK|,1989; BRITTINGHAM et al.1995); auxilio no escape do
sistema imune, clivando MHC de classe hRGIA et al.1997) e suprimimdo a proliferacéo
de células NK (natural killer) (EKe et al.2008); auxilio na sobrevivéncia ao ataque
microbicida dos macréfagos; escape do sistema enguito através da lise do componente
C3 (HAUDHURI & CHANG,1988) e conversdo do componente C3b em uma faratva —
C3bi (BRITTINGHAM et al.,1995); e diminuicdo da resposta das células T édrda clivagem
de receptores de superficie, como CDZ&YHet al.1994). Sabe-se também que a gp63

purificada deL. donovaniencapsulada em lipossomas catidnicos pode induzr protecao



contra leishmaniose visceral em camundongos BAgBando desafiados poucos dias apos a
inducéo, assim como apos doze semanas\{|1CK, RAVIDRAN & ALI,2008).

Contudo, durante a colonizag&o e interagdo consetorvetor, somente especulacoes
sdo feitas sobre a relevancia da gp63. Nesse dontesabe-se que a gp63 é
predominantemente presente na superficie de prigoiast residentes no intestino do inseto
vetor flebotomineo (&mM et al.1987; DaVIES et al.,1990). Entretanto, dados mostram que o
nocaute dos genes da gp&d L. major ndo interfere na sua sobrevivéncia dentro doanset
uma vez que 0 numero de promastigotas no intestimd®hlebotomus dubosquioi
comparavel quando estes séo infetados com as espsgeivagem e mutanteofHi et
al.,2002). Contrariamente, na espétieamazonensis diminuicdo da expressdo de gp63,
num primeiro momento da infeccao, afeta o desenmwmeinto dos parasitos dentro do inseto
Lutzomyia longipalpigHAIMOVA et al.2004). Provavelmente, a gp63 desempenha funcbes
diferentes nas distintas espécies ldgshmaniano que se refere a interacdo com seus

respectivos hospedeiros invertebradosiftbVvA et al.2004).

3.2) Gp63 no génerdrypanosoma

3.2.1)Trypanosoma brucei

T. bruceié o agente causador da doenca do sono em humedaagsgana em bovinos,
sendo disseminado em areas extensas de diferegiéss do continente africanoAi8ss et
al.,2001). Ja foi observada €m bruceia existéncia de multiplos genes homdloggpé3de
LeishmaniaNAJIB, EL-SAYED & DONELSON1997; BANGS et al.2001). Estes genes podem ser
agrupados em trés familia¥bMSP-A TbMSP-Be TbMSP-Q, baseadas na diferenca de
expressdo durante o ciclo de vida do parasito.ofteds sanguineas tém mRNA para os trés
tipos, enquanto as formas prociclicas, existentehaspedeiro invertebrado, s6 possuem
MRNA paraTbMSP-B (GRANDGENETT et al.2007). Além disso, quando expressos, esses
genes codificam proteinas similares a gp6&i@ EL-SAYED & DONELSON1997; LACOUNT
et al.2003), que apresentam-se também como uma glicopaode superficie (B\NGs et al.,
,1997) com atividade de zinco-metalopeptidageduNT et al.2003).

Ja se sabe que a gp63 homodloga desses tripana@ssomaibui para aumentar a
resisténcia contra o sistema complement@$bER& ROBERTS1992; NwIB, EL-SAYED &
DONELSON1997), auxiliando o parasito a burlar o sistemanien (DONELSON2003). Além
disso, a enzima esta envolvida na proliferacdo alagito no interior de seus hospedeiros

(BANGS et al.2001) e na diferenciacdo das formas sanguineasgsafarmas prociclicas



(GRANDGENETT et al.2007). Entretanto, ainda é preciso investigar rsalsre a funcdo da
proteina homologa a gp63 nesses tripanossomasrelagao com a gp63 deeishmania ja
gue esses tripanossomas nao interagem com macsdfagotém nenhum estagio intracelular
durante o seu ciclo de vida, que envolve humaniosetos invertebrados — a mosca tsetsé
(NAJIB, EL-SAYED & DONELSON1997).

3.2.2)Trypanosoma cruzi

T. cruzié o parasito flagelado causador da doenca de Chagamtinente americano,
em especial na América Latina. Seu ciclo de vidamplexo, envolvendo um inseto vetor
hemat6fago — um barbeiro — e um hospedeiro mamif@oevAas, Cazzulo &
SANCHEZ,2003).

No caso dd.eishmaniao nimero de genes dp63¢é variavel, oscilando entre 6 e 20,
sendo todos com regides altamente conservadasr¢R et al., ,1989; WEBB, BUTTON &
MCMASTER 1991; ROBERTS et al.1993; SEINKRAUS et al.1993; WOTH et al.1998). Em
contraste, estudos de biologia molecular sugereenequ T. cruzi pelo menos 70 genes
codificam para moléculas homélogas a gp68AIGGENETTet al.2000).

GRANDGENETT e colaboradores (2000) verificaram que pelo mé&dgerentes genes
homologos a gp63 sao expressos nos estagios antastegepimastigotas do ciclo de vida do
T. cruzi sendo que na fase epimastigota (a forma encentnadinseto) a expressao é
aumentada. Ja foi mostrado também que os homdldgogp63 expressos em cruzi
apresentam um comportamento similar a zinco metplopade e a gp63 de outros
organismos (SHLAGENHAUF, ETGES & METCALF,1998; RANDGENETT et al.2000).
Verificou-se que essa proteina homologa a gp63ligstda a membrana via uma ancora de
GPI e participa da interagdo de formas tripomatiggaom células Verm vitro (CUEVAS,
CAzzUuLO & SANCHEZ,2003).

3.3) Gp63 em Tripanossomatideos Inferiores

O primeiro relato da presenca de homadlogo de gpb&ipanossomatideos inferiores
foi em Crithidia fasciculata e H. samuelpessoa(ETGES1992). A presenca de uma
metalopeptidase funcional conservada na supedigsses parasitos sugeriu que a gp63 em
Leishmaniando estaria envolvida somente na infeccdo de Hesps mamiferos, mas
também contribuiria na sobrevivéncia dos parasitrgro do trato digestivo do inseto, uma
vez que o unico ponto de intersecao entre o cielwida destes parasitos monoxénicos e 0s

heteroxénicos é o inseto vetor. E interessanter rpta a metalopeptidase de membrana



presente na forma mével de fasciculataera diferente da presente na forma aderente,
sugerindo a expressao diferenciada de gp63, depeodda fase de desenvolvimento do
parasito (EGes1992). J4 foi detectada a presenca de um ger@. éasciculatacom elevada
homologia agp63 de Leishmania que apresenta um local de ligacdo para 0 zincone
provéavel sitio para adi¢cdo de ancora de GRIgRsOet al.1993).

Outras similaridades entre gp63 deishmaniae uma metalopeptidase de.
samuelpessoaforam demonstradas, como a presenca da ancoraPdleldgalizacdo na
superficie e sensibilidade a 1,10-fenantrolinacH{&IDER & GLASER,1993). A
metalopeptidase de 63 kDa expressa na superfidie demuelpessoaambém foi detectada
no conteudo citoplasmaticoASros et al.,2002a), o que indicava a ocorréncia de isoformas
hidrofilicas ou a detec¢do da atividade enzimatiaamolécula precursora, que ainda nao
havia sido transportada para a membrana plasnm@&aiesaos et al.2003). De forma similar,

L. mexicanaapresenta uma proteina lisossomal, relacionadp63 gle superficie, em
amastigotas (5, HARBECKE & OVERATH,1993). Células dél. samuelpessodambém séo
capazes de secretar para 0 meio extracelular alopepdidase de superficie de 63 kDa
(SANTOS et al.2002a). Provavelmente, éh samuelpessoassa metalopeptidase é expressa
na superficie na forma de diferentes isoenzimasjug trés bandas distintas de protedlise
foram observadas na regido de 63 kDa, quando asasésdo fixadas e tratadas com
fosfolipase C (PLC) (&\Tos et al.2002a). A diferenca na migragao da gp63 em SDS-PAGE
pode ser explicada pela heterogeneidade gerada peboessos pos-traducionais, como a
glicosilacdo (BRDIER et al.1986). Corroborando este fato, a proteina gp63 Hle
samuelpessodbi capaz de se ligar a lectina Concanavalinaafq atribuido a sua natureza
glicoprotéica (8nTOS et al.2002b).

Proteinas com reacdo cruzada com a gp63 ja foraecttddas em varios outros
tripanossomatideos inferiores, como por exemploculicis (D’AVILA-LEVY et al.2005a),
Crithidia deanei(D’AVILA-LEVY et al.2003,2006a)C. fasciculata(ETGES1992,INVERSO et
al.,1993, BRANQUINHA et al.1996), Crithidia guilhermei (BRANQUINHA et al.1996,
NOGUEIRA DE MELO et al.2001, D’AVILA-LEVY et al.2006a), Crithidia lucilae (JAFFE &
DwYER,2003, BRANQUINHA et al.1996), Herpetomonas megaseligilOGUEIRA DE MELO et
al.,2006),Herpetomonas anglustegiHerpetomonas roitmar{SanTos et al. 1999; S\NTOS et
al.,2006),H. samuelpessodiSCHNEIDER & GLASER,1993, BRANQUINHA et al. 1996, 3INTOS
et al.2003),Leptomonas seymouiJArrFe & DWYER,2003, 3NTOS et al.2005),Leptomonas

collosoma Leptomonas samueglLeptomonas wallace{PEREIRA et al.2009), Phytomonas



francai (ALMEIDA et al.2003,D’AVILA-LEVY et al.2006a) é’hytomonas serperf¥ ERMELHO

et al.2003, D’AVILA-LEVY et al.2006b) (Tabela 1). A ubiqua expressdo desta maiécul
sugere que a gp63 vem sendo conservada ao longotlggdo, j& que os tripanossomatideos
MONOXEnicos encontram-se proximos ao géhershmaniana arvore filogenética (Figura 7).
Pensando assim, como o Unico ponto em comum erdrelots ciclos (os parasitos
monoxénicos e heteroxénicos) é o hospedeiro invade, sugere-se que a peptidase tenha
alguma funcédo no intestino do inseto vetordEs1992, NVERSO et al.1993; \NTOS,
BRANQUINHA & D’AVILA -LEVY,2006), mas poucas evidéncias experimentais foealizadas

no intuito de confirmar esta hipétese’AviLA-LEvY et al.2006a). Dessa forma, alguns
estudos tentando elucidar a funcdo da gp63 vénosgegEnvolvidos em tripanossomatideos
inferiores, pois além de poder ser somente um giestivolucionario da era em que 0s
tripanossomatideos inferiores tinham outro hospegdai molécula similar a gp63 pode estar
protegendo o parasito da resposta imunoldgica sietanou entdo tem alguma funcéo ainda

nao descoberta (NIB, EL-SAYED & DONELSON1997).

Tabela 1: Presenca de Moléculas Similares a gp63 drripanossomatideos Inferiores

Tripanossomatideo Massa molecular Presencaciera A tividade d¢g Ppapelna adeséaq
da proteind de GPI2 Metalo® cominvertebradé
Blastocrithidia culicis 50 (c,s) + 50,55,76 néo deteato
Crithidia deanei 62(c,s), 67 (c) + 51,58 Aedes aegypti
Crithidia fasciculata 54 (s} +2 59,63 ndo determinado
Crithidia guilhermei 62(c,s), 67(c) nédodeterminadp 57,61 Aedes aegypti
Crithidialucilae 75(s, 97(s), >100(s) naodeterminado 55,61 ndo determinado
Megaseliae scalaris
Herpetomonas megaseliae 52(c,s), 60(c),63(c + 50,60,70 Aedes aegypti
Leptomonas seymouri 97(s) naodeterminadg 65,8(B0 nao determinado
Phytomonasfrangai 62(c), 67(c,s) ndodeterminadg déterminadd Aedes aegypti
Phytomonas serpens 52(c), 60(c,s), 63(c) + nédo detectado| Oncopeltus fasciatus

! A massa molecular das proteinas similares & gp®3k{@a) foi determinada por comparagéo com proteinas
padrées apds SDS-PAGE e Western blotting, usanitmgyo policlonal anti-gp63. (c) celular; (s) sebadante

de cultura

2 A presenca da ancora de GPI foi detectada tratasgharasitos com fosfolipase C e incubando os gtidigos
liberados com anticorpo anti-CRD.

% Os numeros indicam as massas moleculares relativaeDa das metalopeptidases detectadas por SDEPAG
com gelatina incorporada ao gel.



* O possivel papel dos homélogos da gp63 na adesd® hospedeiro invertebrado foi determinado agaleé
experimentos de interacdo. No caso Akedes aegyptbs parasitos se aderem ao intestino,Qmropeltus
fasciatus as glandulas salivares.

40 gene com alta homologia com gp63 foi clonadecgisnciado er@. fasciculatae esse gene contém um
provéavel local para adicdo da &ncora de GPI. (adapie 8NTOS, BRANQUINHA & D’AVILA -LEVY,2006).
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Figura 7: Arvore filogenética evidenciando a proximidade tlgganossomatideos monoxénicos com
Leishmania(Adaptado de MsLOV & SIMPSON,1995).

4) Interacdo entre Tripanossomatideos Monoxénicos eHospedeiros
Invertebrados e Vertebrados

Os tripanossomatideos monoxénicos proliferam na tdigestivo do inseto e,
eventualmente, invadem a hemolinfa. Diversos aspetd associacdo parasito-hospedeiro ja
foram estudados utilizando-se como modelo varioses de parasitos monoxénicos
(MOLYNEUX,1977; MCGHEE & COSGROVE1980), contudo esses aspectos se restringiam

principalmente ao nivel ultraestrutural RBOKER1971; BAILEY & BROOKS1972b;



BRUN,1974;LAUGE & NISHIOKA,1977;MOLYNEUX & ASHFORDB1975;MOLYNEUX, CROFT &
LAVIN,1981; RowTON, LUSHBAUGH & MCGHEE1981; TIESZEN, HEYWOOD &
MOLYNEUX,1983; TiESZEN, MOLYNEUX & ABDEL-HAFEZ,1986; BEARD, BUTTLER &
GREINER,1989;TIESZEN& MOLYNEUX,1989).

Ja se sabe que o trato digestivo € o primeiro artéogue o parasito encontra quando
entra no hospedeiro, e a adesdo as ceélulas epitéli@ssencial para sua sobrevivéncia
(SINDEN & BILLINGSLEY,2001). Foi demonstrado que os tripanossomatideescgntém um
endossimbionte em seu citoplasma interagem melbor intestinos explantados de insetos
(Aedes aegyptiAedes albopictug Lutzomyia longipalpis quando comparado ao mesmo
parasito livre de endossimbionte (cepas aposintaisti (AMPA et al.2003). Além disso, a
ligacdo tanto do flagelo quanto do corpo celulan @oepitélio do intestino do inseto € estavel
0 bastante para suportar a colonizacdo por egpesdssomatideos ao longo de varios dias
(FAMPA et al.2003). Também ja foi demonstrado que o0 numero d®poarios encontrados
por intestino na interacdo entBe culicis e Aedes albopictu$oi semelhante ao que ja havia
sido reportado na interacdo deishmania majorcom Phlebotomus papatas Leishmania
donovanicomPhlebotomus argentipeseus hospedeiros naturais, respectivamemeNPA
et al.1994; 3\cks et al.1995), o que corrobora o uso do génAerlescomo modelo de
estudo para interacdo com tripanossomatideos andsti Aléem disso, GRREADA-SILVA e
colaboradores (2006) demonstraram ueculicis era capaz de colonizar o intestino Ale
aegyptipor longos periodos, enfatizando a grande capdeidasse parasito em colonizar
insetos vetores e reforcando a idéia de que trgsmmoatideos monoxénicos tém baixa
especificidade pelos seus hospedeirosal()ACE,1966; PODLIPAEV,2001; PODLIPAEV et
al.,2004).

Estudos foram conduzidos em varios aspectos do delvida deH. samuelpessoai
incluindo transmisséo, infectividade, patogenice&ladrgdo de colonizacdo preferencial e
ligacdo a tecidos hospedeirose(ER 1923a,b; $RICKLAND & ROY,1925; WALLACE &
CLARK,1959; BMLEY & BROOKS1972a,b; BUN,1974). Na interacdo desses parasitos com
Musca domesticaforam observados flagelados perto da insercaogldadula retal
(HupPERICH CAMARGO & MILDER,1992), diferentemente dos casos de interacdo entre
Crithidia (TiIESzZEN, MOLYNEUX & ABDEL-HAFEZ,1989), Leptomonas (LAUGE &
NISHIOKA,1977; TIESZEN, MOLYNEUX & ABDEL-HAFEZ,1986) eBlastocrithidia (SCHAUB &
BOKER,1984; TESZEN, MOLYNEUX & ABDEL-HAFEZ,1986) e seus respectivos insetos

hospedeiros. Células del. samuelpessoapresentes emM. domestica apresentam-se



majoritariamente como promastigotas, estando algunt@lulas diferenciadas em
paramastigotas. No modelo de infeccdo ddmdomesticaos parasitos foram encontrados
livres no intestino, ou presos a superficie doédipit Opistomatigotas foram encontrados em
menores nameros no inicio da infeccdo nesses Jquaiém estavam presentes no reto por
todo o periodo da colonizagdo. Os flagelados ndocen encontrados no limen ou nos
tubulos de Malphighi (HpPeEriCH CAMARGO & MILDER,1992). AparentementeH.
samuelpessoamantém a infec¢cdo por longos periodos, provaveineor contaminacdo
fecal-oral, garantindo a perpetuacdo desses trisanuatideos na naturezaUEHERICH
CAMARGO & MILDER,1992).

Na interacdo entrd.. wallacei e Oncopeltus fasciatusomente sdo observados
parasitos no intestino do inseto, encontrandovsedide parasitos a hemolinfa e as glandulas
salivares (MGHEE & HANSON,1962). Os sitios preferenciais séo as por¢oesan@tinal do
intestino, no qual os parasitos encontram-se aueri flagelo (RMEIRO et al.2003).

No momento da interagcdo, a membrana celular dosip@r@ o primeiro ponto de
contato com as superficies do hospedeiro. Sendu,ass glicoconjugados de superficie tanto
da membrana celular do parasito quanto da célidpdurira exercem fungdes importantes na
interacéo entre diferentes tipos de microrganisenssus hospedeiros AKRISON,1989). Nos
tripanossomatideos, essa classe de moléculasnesi&ida em processos de reconhecimento,
adesdo, adsorcao, penetracdo, apresentacdo éwvala@ntigenos e viruléncia. Além disso,
podem ter uma funcéo reguladora nos processostel@gio (MLAN & FARREL,1985; [k
SouzA,1989; RMENTA et al.1992; D= Souza,1995; McCONVILLE,1995; Ll &
ALVES,1999; ESCOTEAUX & TURCO0,1999). Logo, sdo bastante relevantes os estudes qu
visam detectar e caracterizar moléculas de superficie sejam diretamente responsaveis
pelo inicio ou persisténcia de uma possivel infe¢C& Souza,1995).

Ja se sabe que glicoconjugados de superficleedd@maniaspp. e deT. cruziestdo
envolvidos em eventos importantes na interacdo c@ms hospedeiros invertebrados
(VILLALTA & KIERSZEBAUM ,1983, ,1985; RENTA et al.1992). Em tripanossomatideos
inferiores das espécieBlastocrithidia culicis e Crithidia deanei mostrou-se que
glicoconjugados ricos em acido siélico, presentessuperficie, sdo capazes de auxiliar a
interacdo com o intestino do ins&oaegypti uma vez que o pré-tratamento desses intestinos
com mucina, fetuina, sialolactose cemetil-D-manosideo inibem consideravelmente a

interacdo ®'AVILA-LEVY et al.2005b). Da mesma forma acontece com a presenca de



moléculas sialiladas na superficielemegaselia@ a interacdo com o intestino Aeaegypti
(SiLvA et al.2009).

Sendo conhecida a presenca de um glicoconjugadé3deDa semelhante ao de
Leishmaniaem tripanossomatideos inferiores que supostameee sendo conservado
evolutivamente, € interessante pesquisar o papsbadenolécula na interacdo com o
hospedeiro invertebrado. No caso da espEcigeanei demostrou-se que a propria molécula
similar a gp63 na superficie desses parasitosngpartante na interacdo com o hospedeiro
invertebrado ’A VILA-LEVY et al,2008). Para as espéciesptomonas samuediL. wallacei
a molécula similar a gp63 também se mostra reley@nigue o pré-tratamento dessa vez dos
parasitos com anticorpos anti-gp63 diminui a irg@oacom a linhagem celular deedes
albopictus(C6/36) (EREIRA et al,2009). Nesse sentido, a presenca de proteinasrgEmi
gp63 expressas em tripanossomatideos inferiore®i jdlemonstrada como relevante na
interacdo desses parasitos com intestino&.degypti(revisado por ANTOS, BRANQUINHA,
D’AVILA-LEVY,2006).

As peptidases também sdo extremamente importantes interacdo dos
tripanossomatideos com o hospedeiro vertebradee-Salgue as cisteina peptidasesTde
cruzi auxiliam a interac@o e a penetracdo das formasnidstigotas nas células hospedeiras,
(revisto por @GzzuLo, STOKA & TURK,1997). Em relacdo a cisteina peptidaséelshmania
(CPB), informac0bes sobre o seu papel na interagédoa hospedeiro foram obtidas criando
um mutante deficiente em CPB. Foi mostrado quesgasgnastigotas mutantes infectam em
menor propor¢cdo os macréfagos do que os paragteagens if vitro) e causam apenas
pequenas lesdes quando inoculados em camundongoB/&Apois possuem crescimento
lento (MOTTRAM et al.,,1996). Ja& a metalopeptidase gp63.dshmaniaé um antigeno com
importante papel na internalizacdo dos parasitasna@rofagos (BAKRABARTY et al.]1996;
BRITTINGHAM et al.1999; RIENTES et al,1999). Essa peptidase possui seqléncias génicas
relacionadas com a fibronectina que séo reconrequba receptores na superficie dos
macréfagos, contribuindo para um aumento da irfieragom o hospedeiro vertebrado
(SoTerIADOU et al.;1992). Em relacédo aos tripanossomatideos inferioiesaso da espécie
C. deanei demostrou-se que a molécula similar a gp63 narfioje desses parasitos era
capaz de auxiliar a interacéo com fibroblastos dmiferos (M\TTEOLI et al.2008).

Além disso, lLoyD-SMITH, Poss EGRENFELL (2008) demonstraram que o HIV-1 pode

facilitar a invasdo por parasitos, pois aumentasteptibilidade celular, causando assim a



emergéncia de novas espécies parasitarias. Nessidoseressalta-se a importancia de

compreender o papel funcional das peptidases eagéo com os hospedeiros.

4.1) Aedes aegypti -modelo de inseto para estudos de interacao

O diptero da familia Culicida&. aegyptiapresenta comportamento hematéfago entre
as fémeas e fitofago entre os machos. E um mosgeijoeno, cujo corpo é escuro, com
marcas brancas bem evidentes e pernas articulkdpsg 8). Apresenta-se como vetor de
viroses importantes, como a dengue e a febre amar@ bastante comum em areas de clima
tropical (http://www.institutohorus.org.br/downldéidhas/Aedes_aegypti.htm, acessado em
11/07/2009).

A. aegyptifoi colonizado pelos parasitos da esp&ieulicise, além dissd. culicis
e C. deaneiforam capazes de se ligar aos intestinos extraldesse mosquito fMPA et
al.,2003). D'A/iLA-LEVY e colaboradores (2006a) mostraram que os proiosdérfrancai
C. deaneie C. guilhermeiaderem ao intestino d&. aegypti possivelmente mimetizando o
reconhecimento natural do epitélio do intestinmpglarasitos. As moléculas similares a gp63
nestes parasitos reconheceram uma proteina deirmapaamente 50 kDa no extrato protéico
proveniente do intestino de mosquitos fémead.degypti apontando para a presenca de um

possivel receptor para a gp63.

Figura 8: (A) Foto do mosquité\. aegypti(B) FEmea d@. aegyptidurante a sua alimentacdo com sangue
(DOGGETT,2003).

O intestino do mosquito é o primeiro tecido de re@g&o com o0s parasitos,
constituindo uma barreira a ser vencida por muiles (Figura 9). Ele é formado por uma
camada simples de células epiteliais colunaresgdosem tipo predominante cheio de
microvilosidades (ELER et al.2000). Estudos ultraestruturais realizados comsiimes
parasitados pdPlasmodium gallinaceurmostraram que oocinetos interagem com as células
epiteliais e induzem mudancas morfologicas, conmohdgo celular e desenvolvimento de
“blebs” de membrana na superficie e aparecimenteed&culas (ELER et al.;1998). Ja na

interacéo entrd&. culicise A. aegypti o parasito insere o flagelo entre as microvilades das



células epiteliais, preferencialmente nas regifesjuhcdes, sendo capazes de atingir a
hemolinfa e destruir essas juncoesSREEADA-SILVA et al.2006).

Além disso, MGUEIRA DE MELO e colaboradores (2006) mostraram que os perfis de
interacdo entreH. megaseliaee seu hospedeiro naturdfi€gaselia scalarise o mesmo
parasito com @&. aegypti(hospedeiro experimental) foram muito similaresgd, com todas
essas evidéncias e sendo de facil manutencdo émiamlem laboratoério, A. aegyptipode
ser um importante modelo nos estudos de interagfie #ipanossomatideos e seus insetos

hospedeiros.
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Figura 9: Esquema do trato digestivo dedes aegypt corte histoldégico do intestino médio deste miisqu
(adaptado deV8AN & PAPP,1972).

4.2) Macréfagos peritoniais — modelo de interagdo com hospedeiros

vertebrados

O surgimento das parasitoses oportunistas caupaddspanossomatideos inferiores
nos individuos imunocomprometidos justifica a pésauala interacdo desses parasitos com o
hospedeiro vertebrado. Ja foi visto que essesntogsmatideos inferiores sdo capazes de
interagir e até mesmo se multiplicar em culturasn@eréfagos derivados de medula 0ssea,
como foi visto com duas cepas isoladas de seresimsrinfectados pelo HIV nas Antilhas
Francesas (&RIN et al.2001).

Além disso, os macrofagos podem ser encontradagltaimeamente infectados com
HIV-1 e co-patdgenos nos linfonodos, como deschitara Pneumocystis cariniie
Mycobacterium avium(ORENSTEIN FOX & WAHL,1997; WAHL et al.1998). Em alguns
episédios clinicos da co-infeccdo, o crescimentardbos é refor¢ado, facilitando um estado
clinico mais grave (GLETTI et al.1996; NAKATA et al.,1997). Esses relatos feitos vivo ja
tem sido reproduzidos em alguns modelos experingerfBoLETTI et al.1996; ZHA0,

PAPADOPOULOU & TREMBLAY,2004) usando tripanossomatideos classicamentgegreds. E



mais recentemente, a mesma constatacao foi feitémpusando um modelo experimental

com macrofagos, HIV-1 B. culicis(BARRETO DESOUZA et al.2006).



ODbjetivos



PARTE I:
Identificacéo e caracterizacdo bioquimica e imunolgica da peptidase similar a gp63

de Leishmaniaspp. produzida porHerpetomonasamuelpessoai

a. Avaliar o perfil proteolitico (extrato total, fragdde membrana e sobrenadante de
cultura) deH. samuelpessoai

b. Identificar proteinas similares a gp63 ek samuelpessoaie caracterizar a
similaridade imunolégica (através de western bigttusando anticorpos anti-gp63)
com a gp63 deeishmaniaspp

c. Localizar a peptidase no parasito e identificares@nca de ancora de GPI através de
citometria de fluxo e microscopia de fluorescénaidijzando anticorpo anti-gp63 e
tratamento com fosfolipase C.

d. Caracterizar a similaridade bioquimica com a gp&8ificando temperatura e pH
otimos, além de determinar a sensibilidade da gegti frente a diferentes inibidores
proteoliticos.

e. ldentificar sua forma de secrecdo e também cara@teessa enzima secretada

bioquimica e imunologicamente, para comprovar aenésma presente na superficie.

PARTE Il:
Papel da molécula similar a gp63 erdlerpetomonas samuelpessaaa diferenciacédo

celular e na degradacao de diferentes substratosqeicos

f. Estudar a relevancia desta peptidase no processlifetenciacéo celular, induzida
pela temperatura e por dimetilsulféxido.

g. Avaliar a degradacao de diferentes substratosipost@ela gp63.



PARTE III:
Interacédo entre Herpetomonas samuelpessaab intestino do hospedeiro invertebrado

Aedes aegypti

h. Verificar a capacidade de colonizacdo do parasitinsetoA. aegyptie observar a
interacdo do parasito com o intestinoAdl@megypti através de microscopia optica.

i. Verificar o comportamento dessa interacdo na aisénoa presenca dos seguintes
moduladores: inibidores proteoliticos de metalopege, fosfolipase C, anticorpos
anti-gp63 e a proteina purificada similar a gp63.

J. Avaliar a secrecdo da gp63 durante a interacadoaglasppo com o intestino da.

aegypti
k. Avaliar a expressao da gp63 durante a colonizaganseto vetor.

PARTE IV:
Interacao in vitro entre Herpetomonas samuelpessoaimacrofagos peritoniais de

camundongos

I. Avaliar a capacidade de associacadidesamuelpessoarescidas a 26°C e 37°C com
macrofagos peritoniais.

m. Avaliar a secrecdo de gp63 durante a interacdo ataspo com o0s macréfagos
peritoniais.

n. Verificar o comportamento dessa interacdo na aisénoa presenca de diferentes

moduladores: 1,10-fenantrolina, anticorpos antid3gp@ proteina gp63 purificada.



Materiais e

Métodos



PARTE I:
Identificacdo e caracterizacdo bioquimica e imunolgica da peptidase similar a gp63 de

Leishmaniaspp. produzida porHerpetomonasamuelpessoai

1) Microrganismos

No presente trabalho foram utilizados o0s seguintesanossomatideosH.
samuelpessoaCT-I0C-067), gentiimente cedido pela Colecdo dgafrossomatideos da
Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro,Leishmania amazonensisepa Josefa
(MHOM/BR/75 Josefa), cedido pela Dra. Elvira Sasai{fDepartamento de Imunologia,
Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goes, UFR

2) In6culo e Cultivo

Os parasitos foram mantidos através de repiquesrsesnem meio complexo BHI
(infusé@o de cérebro e coracdo) suplementado com (¥0%ode soro fetal bovino (SFB). O
meio foi distribuido em aliquotas de 5 ml, em tdleorosca de 18 150 mm, e autoclavado a
121°C durante 20 min. As células foram, entdo, culisgd 26C, por 48 h. O indculo
consistiu de 2% de uma cultura de 48 h, que casrep & aproximadamentexiD®

células/ml.

3) Contagem do Numero de Células e Avaliacéo da \tisidade Celular

O numero de células foi estimado através de comtage camara hematocitométrica
de Neubauer (Neubauer Improved Chamber).

A viabilidade celular dos parasitos foi monitoradgando necessaria, através da
visualizacdo de mobilidade (microscopia Optica) leseovacdo da auséncia de lactato

desidrogenase, uma enzima exclusivamente intracelulo sobrenadante de cultivo

(WROBLEWSKI& LADUE,1955).

4) Obtencao dos Extratos Celulares Totais

Os parasitos ®10° células) foram coletados, na fase logaritmicardscimento (48 h
de cultivo), através de centrifugacao a pac°C por 3 min. O sedimento, correspondente as
células, foi lavado 3 vezes em tampéao salina-fosf@aBS) gelado (NaCl 150 mM, tampéo

fosfato 20 mM, pH 7,2). Para analise eletroforétessas células foram ressuspensas em agua



e adicionadas de dodecil sulfato de sddio (SDSg K4bmetidas a 3 ciclos de 2 min no gelo e
1 min no vortex; desta maneira, os parasitos fdiaatos, possibilitando a obtencdo dos

extratos protéicos totais.

5) Particdo de Proteinas de Membrana com Triton X-14

Células dos parasitos foram coletadas por cenagi@ig apos crescimento durante 48 h
e, em seguida, foi realizada a extracdo das pestela membrana utilizando-se Triton X-114
2% em TBS (Tris 10 mM; NaCl ,190 mM, pH 7,5) conreypamente descrito pord&DIER
(1981).Apods adicdo do detergente, foram feitos 5 cicloydahgex (1 min) e gelo (15 min);
entdo a solucdo foi deixada em repouso por 1 h elo. gm seguida, a mistura foi
centrifugada a 7.0@0por 15 min. O sobrenadante obtido foi incubado3fbmin a 37C e,
em seguida, centrifugado por 3.gQ0&or 20 min, obtendo-se dessa maneira duas fasase a
superior (hidrofilica), lavada 3 vezes com Tritorl¥4 a 5% e a fase inferior (hidrofébica),

lavada 3 vezes com tampéao Tris-HCI, pH 7,4.

6) Quantificacdo Quimica de Proteinas
A concentragdo de proteinas foi determinada peltdonédescrito por @wRry e

colaboradores (,1951), usando soro albumina bq®@84) como padréo.

7) Analise do Perfil de Proteinas por SDS-PAGE

Para andlise do perfil de proteinas, aliquotasesttrsitos celulares, equivalentes a 50
ug, foram adicionadas de tampé&o Tris-HCI 62 mM, p8f 6DS 2%, glicerol 25%, azul de
bromofenol 0,01% @-mercaptoetanol 1 mM, aquecidas a 100°C por 5 naplieadas em
eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS ($12&E) a 10%, contendo gel de
empacotamento a 3%, de acordo com o sistema aeporitAEMMLI (,1970). A eletroforese
foi processada a 1,20 V/1,20 mA, a 4°C. As proteineam reveladas através da coloracao
com Coomassie brilliant blue R-250 0,2% em metacalp acético:agua (50:10:40) ou
coloracdo de prata (BICALVES, NEHME & MOREL,1984).As massas moleculares aparentes
das diferentes proteinas separadas no gel foramladas, tendo-se como base as posicoes de

proteinas padrdes (GIBCO BRL — Grand Island, NYA)Y@&plicadas ho mesmo gel.



8) Andlise do Perfil de Peptidases Celulares

Para analise qualitativa das peptidases celultresalizada uma SDS-PAGE a 10%
com gelatina 0,1% co-polimerizada HbkseEN & DowbLE,1980). Aliquotas dos extratos
celulares, equivalentes a 56, foram adicionadas de tampao de amostra (Trisnd25 pH
6,8; SDS 4%; glicerol 20% e azul de bromofenol R%Pem condi¢cdes ndo-desnaturantes. A
eletroforese foi processada a 1,20 V/1,20 mA, a A&Cfim da corrida eletroforética, os geéis
foram lavados por 1 h com Triton X-100 1% para quexcesso de SDS seja removido. Em
seguida, foi realizada a incubacéo do gel por 483i’C em tamp&o de protedlise fosfato de
sédio 50 mM, pH 5,5, suplementado com ditiotref@T T) 2 mM. Finalmente os géis foram
corados com Coomassie brilliant blue e descoradosrea solucdo contendo metanol-acido
acético-agua (5:10:85). As massas moleculares dpsdpses foram estimadas através da

comparacao da migracao destes com a de proteideB&NTOS et al. 1999).

8.1) Efeito do pH, da Temperatura e de Inibidores ®teoliticos

A modulagéo da atividade proteolitica foi avaliadeavés de ensaios com gelatina-
SDS-PAGE. O efeito do pH foi determinado incubardas tiras dos géis a 37°C por ,20 h
nos seguintes tampdes: citrato de sédio 10 mM (p#),Xosfato de sédio 50 mM (5-8) e
glicina-NaOH 50 mM (pH 9-10). As enzimas proteoldt também foram analisadas através
de SDS-PAGE com gelatina incorporada como substeiataliferentes temperaturas (4, 26,
37, 50 e 60°C) em tampéo fosfato de sodio 50 mM6 joHpor 20 h. Adicionalmente, as tiras
dos géis foram incubadas em tampao fosfato de &fimM, pH 6,0, por 20 h a 37°C na
auséncia e na presenca dos seguintes inibidoreppticos: PMSF 10 mM, 1,10-fenantrolina
10 mM, EDTA 10 mM, EGTA 10 mM e E-64 10 puMA$ros et al.2002a). Finalmente os
géis foram corados com Coomassie brilliant blueescdrados em uma solugdo contendo

metanol-acido acético-agua (5:10:85).

9) Western Blotting

Extratos protéicos de parasitos foram separadoSBBtPAGE 10%, como descrito
no item 7, e transferidos (100 V/300 mA, 2 h, 4¢@ya membrana de nitrocelulose em
tampéao Tris-base 25 mM, contendo glicina 200 mi084 de metanol. Apds a transferéncia,
as membranas foram incubadas por 24 h a 4°C ematad®w bloqueio (PBS, Tween 20 a
0,1%, leite em p6 desnatado a 5%). Em seguidaeasbnanas foram lavadas trés vezes por

10 min com TBS-0,1% Tween. Estas foram entdo indabgor 2 h, sob agitacdo, com



anticorpo primério policlonal anti-gp63 dle amazonensidiluido 1:500, gentilmente cedido
pelo Dr. Peter Overath (Max-Planck-Institut fir Bigie, Abteilung Membranbiochemie,
Alemanha); posteriormente foram novamente lavacks tezes por 10 min em TBS-0,1%
Tween e incubadas com o anticorpo secundario (lmgH0) conjugado a peroxidase
(1:2500). Apods a incubacdo, as membranas foramnmewviz lavadas e reveladas através de

guimioluminescéncia (sistema ECL).

10) Microscopia de Fluorescéncia e Citometria de &ko
Parasitos (810° células) foram lavados e fixados durante 30 min°& 4m

paraformaldeido 4% diluido em PBS. Apés fixacdocé@slas foram lavadas trés vezes em
PBS gelado. Os parasitos entdo foram incubado& parom o anticorpo primario policlonal
anti-gp63 diluido 1:250, lavados extensivamente BBS e incubados com anticorpo
secundario (IgG) conjugado a isotiocianato de #soceina (FITC) na diluicAo de 1:250.
Finalmente, as células foram lavadas, examinadascipmmetria de fluxo (FACScan) e
montadas em sistema de lamina-laminula para olggervatravés de microscopia de
fluorescéncia (Axioplan-2). Células ndo tratadastadas somente com anticorpo secundario

foram utilizadas como controles negativos.

10.1) Tratamento com Fosfofolipase C

Os parasitos foram coletados por centrifugaca@des trés vezes em TBS, fixados
em paraformaldeido 2% e contados em camara de Neubas células (8L0) fixadas
lavadas foram incubadas na presenca de fosfol(pgB¢.C) 0,5 U/ul numa mistura contendo
Tris-acetato 100 mM suplementado com Triton X-10®®por 3 h. Parasitos fixados foram
analisados por microscopia Optica para observac@o imtegridade morfologica.
Posteriormente, as células foram centrifugadasvadés extensivamente em TBS. Estas
foram entdo incubadas por 1 h com o anticorpo prov@oliclonal anti-gp63 diluido 1:250,
lavadas extensivamente em TBS e incubadas comogrticsecundario (IgG) conjugado a

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

11) Experimento de Secrecdo e Obtencao do SobrenataPBS-condicionado
Os parasitos foram colhidos na fase logaritimieacoescimento (48 h) através de
centrifugacdo a 25@por 15 min a 4°C e lavados trés vezes com PBSs Agsfimar o

nimero de parasitos, cerca del@ células intactas foram ressuspensas em 10 ml de PBS



isotbnico estéril. Aliquotas de 2,5 ml (contend6x2(° parasitos) foram separadas em 4
tubos, os quais foram incubados por periodos dpderdiferentes (de 1 a 4 h) a 26°C. Apos
intervalos de 1 h, as células foram removidas potrifugacdo (2509/ ,20 min / 4°C) e o
sobrenadante foi filtrado em uma membrana com paed%22 um (Millipore), para obtencao

do sobrenadante PBS-condicionad@®(ILA -LEVY et al.2003b).

11.1) Modulag&o da Secrec¢éo Proteolitica

Células vivas déd. samuelpessodR,5x10° células) foram pré-tratadas ou ndo com
1,10-fenantrolina (inibidor de metalopeptidase aidependente) nas concentracdes de 1 e 10
mM por 30 min a temperatura ambiente. Alternativat®eo mesmo numero de parasitos foi
incubado na auséncia e na presencg@®PS (inibidor de PLC) nas concentragcdes de 0,1 e
1 uM por 1 h. A viabilidade dos parasitos nao fetada com nenhum destes tratamentos. A
seguir, as células foram lavadas cinco vezes co@ PB experimento de secrecdo foi
repetido, sendo as células incubadas por 3 h aeratupa ambiente. O sobrenadante foi

aplicado em gel de gelatina-SDS-PAGE.

11.2) Ensaio quantitativo da Atividade Proteolitica

A atividade proteolitica foi mensurada espectof@timamente usando gelatina como
substrato, de acordo com o método descrito pokesd e colaboradores (1998).
Resumidamente, 50 ul de cada sobrenadante de RBi®iomado ded. samuelpessoa 350
pl de tampao fosfato de sodio 50 mM, pH 6,0, fomaditionados a 600 ul da solugédo de
substrato (1% de gelatina em agua destilada) estumifoi incubada a 37°C por 2 h. Um
controle, onde o substrato foi adicionado apenasdm as reagcoes foram paralisadas, foi
usado como o branco. Amostras de 300 ul foram retasvde cada mistura e adicionadas a
400 pl de isopropanol gelado (a fim de paralisaeagdo e precipitar as proteinas). Em
seguida, apos 1 h na geladeira, as amostras fogatnifegadas a 1608Q por 30 min, o
sobrenadante foi removido e a absorbéancia medid80anm. Uma unidade de atividade
proteolitica foi definida como a quantidade de erazcapaz de aumentar em 0,01 a unidade

de absorbancia.



PARTE II:
Papel da molécula similar a gp63 erhlerpetomonas samuelpessaaa diferenciacao

celular e na degradacao de diferentes substratosqéicos

12) Diferenciacao Celular

Para quantificar a porcentagem de diferenciacadacelos parasitos foram crescidos
com dimetilsulfoxido (DMSO) 4% adicionado asseptieate ao meio de cultura e
alternativamente foram crescidos em duas tempemtliferentes (26 e 37°C) pelo mesmo
periodo de tempo. ApOs esse periodo, a porcentalgmmestagios de diferenciacdo foi
determinada, utilizando coloracdo especifica denGsée Em laminas de vidro se adicionou
uma aliquota da suspensao celular e, apds sealutas foram fixadas com metanol por 5
min. Em seguida, a preparacéo foi tratada com HObér 15 min. As laminas foram lavadas
em agua corrente para se retirar todo o excesstCteApods, as laminas foram coradas com
Giemsa, previamente diluido em PBS (2 gotas de §&igrara cada 1 ml de PBS) por 90 min.
Finalmente as laminas coradas foram observadas enoscopio Optico binocular, com
objetiva de imersdo (100x). Foram examinadas 40dasépor esfregaco e a partir dai
analisou-se o0s trés estagios evolutivos desse zo@tio: promastigota (cinetoplasto em
posicdo anterior em relacdo ao nucleo), paramaati@gonetoplasto em posicéao lateral ao
nacleo) e opistomastigota (cinetoplasto em pospgéierior ao nucleo). A participacdo da

gp63 na diferenciacao celular foi avaliada em gedaSDS-PAGE.

13) Capacidade Hidrolitica das Peptidases de¢. samuelpessoai

A capacidade de degradacdo das peptidasét damuelpessodoi avaliada através
de SDS-PAGE a 10% contendo 0,1% de diferentes ratitsstco-polimerizados: BSA, soro
albumina humana (HSA), caseina, gelatina, hemagdplmhucina e extrato do intestino (0,07
ug/ul de proteina no gel) dé. aegypti Aliquotas dos extratos celulares dos parasitos,
equivalentes a 5Qug, foram adicionadas de tampao de amostra em dcexliQpao
desnaturantes. A eletroforese foi processada a \/@0 mA, a 4°C. Ao fim da corrida
eletroforética, os géis foram lavados por 1 h caitoil X-100 a 1% para que 0 excesso de
SDS fosse removido. Em seguida foi realizada inc@balo gel por 48 h a 32 em tampao
de protedlise fosfato de sddio 50 mM, pH 6,0, sugletado com DTT 2 mM. Finalmente os
géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue 3R-2 descorados em uma solucéo

contendo metanol-4cido acético-agua (50:10:40).



13.1) Extracdo de Proteinas Totais do Intestino doseto Aedes aegypti

Os intestinos intactos foram macerados em PBS esmm volume de pérolas de
vidro foi adicionado a mistura. O sistema foi adjitdrés vezes em vortex, intercalado com
banho de gelo por 2 min. Apds, o homogenato fairdeagado a 500§ por 10 min, a 4°C, e 0
sobrenadante, contendo o extrato protéico do intedbi recolhido e aquecido a 100°C por 5

min para inibir a atividade hidrolitica das enzineasidgenas.

PARTE IlI:
Interacdo entreHerpetomonas samuelpessaa intestino do hospedeiro

invertebrado Aedes aegypti

14) Colbnia de Insetos

Os insetos utilizados Aedes aegypt+ foram inicialmente adquiridos do Laboratério
de Fisiologia e Controle de Vetores, Departamept@&itomologia (Instituto Oswaldo Cruz,
Rio de Janeiro, Brasil), sendo entdo mantidos essadaboratério, a 26°C, e alimentados

com sacarose 10% em agua destilada.

15) Intestinos
Os insetos adultos (fémeas) foram dissecados eadmsdmente seus intestinos
extraidos e acondicionados por no maximo 30 mteyraperatura ambiente em PBS, pH 7,2,

como uma etapa inicial do processo de interagao.

16) Experimento de Colonizacéo

Os mosquito®. aegyptiforam alimentados com uma solucdo contendo PR&rese
10% e parasitod. samuelpessoavivos (1x10" células/ml). A solucdo é colocada em
erlenmayer onde é adicionado um pequeno rolo de tpa. O liqguido que sobe por
capilaridade na gase e entdo sugado pelos inggtos. 24 h, os insetos foram dissecados e
seus intestinos removidos e macerados separadaemritdbos Eppendorf contendo 50 pl de
PBS (RPVENTA et al.1994; FAMPA et al.2003). As células dos parasitos presentes nesses
intestinos foram contadas em camara de Neubausa. dcémtagem foi repetida todos os dias

durante 8 dias consecutivos.



16.1) Avaliagao da Expresséo de gp6B vivo

Apoés 6 dias de colonizacdo, os intestinos de 1bS@tos foram dissecados e bem
macerados em PBS, para liberar os parasitas adefdperou-se por ,20 minutos a mistura
contendo os parasitos e debris de intestinos dmcapara separar 0s parasitos no
sobrenandante. Assim sendo esses parasitas fotatadas, lavados com PBS e submetidos

a citometria de fluxo na presenca de anticorpegptiB, como descrito no item 10.

17) Interacéo dos Parasitos com Intestinos Explantims deA. aegypti

Os intestinos explantados foram incubados em HenPBS, pH 7,2, comx10’
parasitos colhidos na fase exponencial, para ensestcontrole. Nos sistemas testes, 0s
parasitos foram previamente tratados por 1 h cabidiores proteoliticos (1,10-fenantrolina
0,1 mM, EGTA 0,1 mM e EDTA 0,1 mM), 0,2 U/ul de PleCanticorpos anti-gp63 diluidos
1:100 (H50 [contra gp63 recombinante] e H52 [cogp&3 sem a ancora]), além do soro pré-
imune (1:100) (cedidos pelo Dr. Peter Overath [Nanck-Institut flr Biologie, Abteilung
Membranbiochemie, Alemanha)); e somente ap0ds éstsnentos foram incubados com os
intestinos por 1 h. Em outros sistemas testesjtestinos foram previamente incubados por 1
h com 5 ug da proteina similar a gp63 purificadasdbrenadante dé. deanei a mesma
proteina inativada pelo calor e sua apoenziiA\(LA-LEvY et al.2003). As incubacbes
foram feitas em lamina escavada e em camara upudd, h, a 26°C. Em cada sistema foram
incubados 10 intestinos. Ap0s a incubacéo, os ip@sasdo associados, ou seja, aqueles que
nao estavam aderidos ou internalizados aos intasstioram eliminados durante 3 lavagens
consecutivas desses intestinos em placa de Petril&oml de PBS. Depois da lavagem, os
intestinos foram macerados separadamente em tyljmen&orf contendo 50 ul de PBS. As
contagens de parasitos associados a cada intéstam feitas em camara de Neubauer, de
acordo com RIENTA e colaboradores (1994). Somente as células conilidaole foram

consideradas nas contagens.

18) Microscopia Optica

Os intestinos dé. aegyptiforam obtidos e incubados comx10’ parasitos durante 1
h. Logo apos, o sistema foi lavado, em seguidalx@m paraformaldeido 4%, montado em
sistema de lamina-laminula e observado ao micrasdiico, para observacdo da interagdo

celular.



19) Avaliagéo do Sobrenandante de Interacdo com Hosdeiro Invertebrado

O sobrenadante da interacdo foi centrifugadoafitrem uma membrana com poros
de 0,22 um (Millipore), concentrado em “speed \&@& a secura e, em seguida, submetido a
Western blotting (item 9). Em seguida, foi real@asna incubacéo por 2 h, sob agitacdo, com
anticorpo primario policlonal anti-gp63 de. amazonensisgdiluido 1:500 e anticorpo
secundario (anti-lgG de coelho) conjugado a pessad(1:2500). As membranas foram

reveladas através de quimioluminescéncia (sistetig.E

PARTE IV:
Interacdo in vitro entre Herpetomonas samuelpessaaimacrofagos peritoniais de

camundongos

20) Obtencao dos Macrofagos

Os macrofagos foram previamente estimulados coglidadato 3% por 4 dias e
obtidos através da lavagem da cavidade peritoreef@rdeas de camundongos BALB/c, com
aproximadamente 3 meses de idade, utilizando-sepPBB2 a 4C. As células foram entio
plaqueadas na proporcdo de h@acréfagos por poco em laminulas de vidro de 13dem
diametro em placa de 24 pocos. Para aderénciaetldas; as placas foram incubadas por 1 h
a 37C em uma atmosfera de 5% de L{®posteriormente as monocamadas foram lavadas

com PBS 37°C para remocao das células ndo-aderentes

21) Interacao deH. samuelpessodCrescidos a 26°C e 37°C com Macrofagos Peritoniais
Formas promastigotas d¢¢ samuelpessodoram cultivadas em meio BHI a 26°C e

37°C durante 48 h. Apoés, os parasitos foram obfosentrifugacéo, lavados em PBS e, em
seguida, incubados com macrofagos peritoniais opopcdo de 10:1 (parasitos/macrofagos).
A interacio foi realizada por 1, 2, 3, 4, 6 e 28 3i’C em atmosfera de 5% G apds este

periodo os protozoarios livres foram removidos pmragens sucessivas em PBS. As
monocamadas foram imediatamente fixadas em metdrsoluto, coradas com Giemsa 36%
por 40 min e desidratadas em solucdes de acetogeepsivamente substituidas por xilol. A
porcentagem de macrofagos infectados foi deterrainma contagem randémica de pelo
menos 200 células em cada laminula da duplicaténdize de associagdo foi calculado
multiplicando a porcentagem de macréfagos infedtagelo nimero de parasitos por

macrofagos infectados A8Tos et al.2009).



22) Efeito de Moduladores na Interagdo deH. samuelpessoaicom Macrofagos
Peritoniais

Os macrofagos obtidos do peritbnio de murinos foraoubados durante 1 h na
proporcdo 10:1 com parasitos da espEcisamuelpessoairescidos a 2€ durante 48 h. Nos
sistemas testes, os parasitos foram previamernggldsa por 1 kcom o inibidor proteolitico
1,10-fenantrolina a 0,1 mM e anticorpos anti-gp@8idos 1:100 (H50, H52 e 180 [anti-
sheep gp63], cedido pelo Dr. Mary Wilson [Departimeninternal Medicine, University of
lowa, EUA]), além do soro pré-imune (1:100); e sotaeapds estes tratamentos foram
incubados com os macréfagos por 1 h &C3&m atmosfera de 5% GCEm outro sistema
teste, os macréfagos foram previamente incubadoslpe com 5 pg da proteina gp63
(purificada do sobrenadante @Ge deanei- D’AVILA-LEVY et al.2003). ApOs este periodo, 0
mesmo procedimento descrito no item 21 foi reabzgmhra obtencdo dos indices de

associacao.

23) Avaliacao do Sobrenandante de Interacdo com oadpedeiro Vertebrado

O sobrenadante da interacdo foi centrifugadoafitrem uma membrana com poros
de 0,22 um (Millipore), concentrados em “speed vai& a secura e submetido a Western
blotting (item 9). Em seguida, foi realizada umauipacao por 2 h, sob agitacdo, com o
anticorpo primario policlonal anti-gp63 de. amazonensisdiluido 1:500 e anticorpo
secundario (anti-lgG de coelho) conjugado a pessad(1:2500). As membranas foram

reveladas atraves de quimioluminescéncia (sistedig.E

24) Analises Estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em triglicatmédia e o erro padrao de pelo
menos trés experimentos distintos foram determmadis analises estatisticas foram
avaliadas pelo testede Student usando o softwar EPI-INFO 6.04 (prograle dados e
estatisticas para saude publica). Valore$ dguais ou menores a 0,05 foram considerados

significativos.



Resultados



PARTE I:
Identificacdo e caracterizacdo bioquimica e imunolgica da peptidase similar a gp63 de

Leishmaniaspp. produzida porHerpetomonasamuelpessoai

Em trabalhos anterioresA®ros et al.2002a;2003), mostrou-se gde samuelpessoai
produzia uma grande quantidade de uma metalopseptida superficie (60-70 kDa) que
apresentava propriedades bioquimicas similares 8 gie Leishmaniaspp., a qual é
conhecidamente um importante fator de virulénci@r&sso por esses parasitosAgY
DONELSON & WILSON,2003). Para evidenciar qud. samuelpessoaapresentava em sua
superficie, bem como secretava, uma peptidase geammaolecular semelhante a peptidase de
Leishmaniaspp., 0 extrato celular total, a fracdo de mendmm sobrenadante de cultivo
foram analisados através de SDS-PAGE com gelatc@porada ao gel (Figura 10 A). No
extrato celular total (Figura 10 A linha ajuas principais classes de peptidases foram
detectadas, uma mais proeminente de aproximadamente 66 kDa, classificada como
metalopetidase, uma vez que foi inibida por 1,X@dferolina 10mM (dados ndo mostrados), e
outra com menor atividade de 45 kDa, classificamaacisteina peptidase, inibida 64 1
pM (dados ndo mostrados). A metalopeptidase tambénefectada na fracdo de membrana
(Figura 10 A linha b), assim como no sobrenadasteudtivo (Figura 10 A linha ¢) como
principal peptidase secretaddo intuito de confirmar que a peptidase de sugerfé&c a
peptidase secretada produzida Hosamuelpesso@ram membros da familia gp63, o extrato
celular, o extrato de membrana e 0 sobrenadantelltieo foram incubados com anticorpo
policlonal anti-gp63 através da técnica de Westdotting (Figura 10 B). Esse anticorpo
reconheceu uma unica banda com massa molecul& kigebnos diferentes sistemas (Figura
10 B).

A microscopia confocal (modulo fluorescéncia) mmstque o anticorpo policlonal
anti-gp63 foi capaz de reconhecer moléculas sigslargp63 erfl. samuelpessodFigura 10
C). Tendo sido os parasitos permeabilizados, obsemmauascacdo ao longo de todo corpo
celular exceto no nucleo, assim como em toda ans&tedo flagelo. Observaram-se também
algumas células com marcacdo mais intensa quespudtgerindo que a expressdao da
peptidase pode estar relacionada com a fase dooglilar que o parasito se encontra (Figura
10 C).

A analise de citometria de fluxo realizada usandon@&smo anticorpo anti-gp63

corroborou o fato de que esse anticorpo reconhetécoias similares a gp63 na superficie



celular deH. samuelpessoaiO pico da intensidade de fluorescéncia mostrourses
deslocado para a direita quando as células foraobadas com o anticorpo (Figura 10-D,
PLC) quando comparado ao pico correspondente as sétolatrole (ndo tratadas com o
anticorpo) (Figura 10 Dautofluorescéncia A presenca de dois picos de fluorescéncia,
observados nas células marcadas com o anticorfueneia a presenca de duas populacdes
distintas, corroborando também a expresséo hetezagi molécula de gp63.

Para evidenciar a maneira que essas moléculastem@m-se ancoradas a membrana
plasmatica, antes do tratamento com o anticorpaghlsas foram incubadas com PLC, que
cliva moléculas ancoradas a membrana via ancof@RleNesse caso, o0 pico de intensidade
de fluorescéncia voltou consideravelmente paragaezda, significando uma diminuicdo da
marcacdo das células pelo anticorpo, sugerindoaguenoléculas similares a gp63 estdo
ancoradas na superficie #e samuelpessoaria GPI (Figura 10 D;+PLC). A analise em
gelatina-SDS-PAGE corroborou o fato de que a paptidie 66 kDa esta ancorada via GPI, ja
gue a intensidade de hidrdlise da gelatina dimisigunificantemente quando as células foram
tratadas com PLC em relagéo as células nao tratipsa 10 Djnse).

O pH e a temperatura 6timos da peptidase de scigeté 66 kDa foram determinados
através de analise por SDS-PAGE. Usando gelatim gubstrato, a enzima apresentou um
maximo de atividade em pH 6,0; contudo, essa ail@dfoi reduzida nos valores de pH
abaixo de 4,0 e acima de 8,0 (Figura 10 E). Encdela temperatura 6tima, a peptidase de 66
kDa apresentou maior atividade hidrolitica a 37i@&/endo um decréscimo significativo da
atividade quando incubada a 65°C (Figura 10 E).

Em seguida, foi analisado se a peptidase de 6dikBrada para o meio extracelular
apresentava as mesmas propriedades bioquimicasppmidase de superficie, bem como foi
estudado o mecanismo de secrecdo desta enzima pa®@ extracelular. A figura 11 mostra
o perfil de secrecdo de proteinas e peptidasd.esamuelpessoa@pds incubacéo de parasitos
vivos em PBS durante 4 h. Os resultados demonstrge 0s parasitos secretam varios
polipeptideos (Figura 11 B) e uma peptidase de®® (Figura 11 D). O conteudo total de
proteina aumenta linearmente ao longo de 2 a 4ohneaximo de peptidase liberada é
alcancada na terceira hora de incubacdo em PB8sgly€igura 11 A). A viabilidade celular
foi verificada monitorando-se a mobilidade celuthos parasitos. Ndo foram detectadas
células imoéveis e/ou mortas durante as 4 h de ag@d (dados ndo mostrados). Andlise por
SDS-PAGE mostrou que pelo menos 12 polipetidedss @@ e 100 kDa, foram secretados

pelos parasitos (Figura 11 B). O aumento na sezrdadpeptidase de 66 kDa também foi



aparente quando o PBS-glucose condicionado foisagi@a por gelatina-SDS-PAGE (Figura
11 D) ou por “imunoblotting” usando-se o anticogi-gp63 (Figura 11 C).

A Gelatina-SDS-PAGE
85 »
MP g6 —
55 >
cp{45—»
C
B Western Blotting
® *b - || —
a b c
D E ’ -
128 4 5
autofluorescéncia L_._ d
L@ eppe | m— 26| l l ] 6
= S —
: / ™
- 37 7
g k“
§ 50 8
Z
0 T T 1 65 9
100 101 102 103
pH

Intensidade de Fluorescéncia

~
=
®)

Figura 10: (A) Gelatina-SDS-PAGE ) Western blotting evidenciando a presenca de umptdase similar a
gp63 detectada no extrato total (a), na fracdo elmbmana (b) e no sobrenadante de cultivo (¢jelkpetomonas
samuelpessoalDs nimeros a esquerda correspondem as massasla@s aparentes das peptidases expressas
em kilodaltons. MP, metalopeptidases e CP, cistgiaptidase.(C) Microscopia confocal (médulo de
fluorescéncia) dos parasitos seqilencialmente iglmsba&om anticorpo anti-gp63 e anticorpo secundario
conjugado a FITC. As setas apontam parasitos cteredas na intensidade de marcagéo pelo anticegpas
abertas, parasitos com alta fluorescéncia e ssthadas, parasitos com menor marcagéo pelo argiddapra: 1

um. (D) Analise de citometria de fluxo mostrando a ligad@&oanticorpo anti-gp63 a superficie celularttie
samuelpessoals células foram incubadas na auséncia (aut@he@ncia) e na presenca de anti-gp63 (—PLC).
As células previamente tratadas com PLC (+PLCYydiveuma marcacdo diminuida, pois a PLC removeu 0s
polipeptideos ancorados via GPI. O extrato celutalisado por gelatina-SDS-PAGE confirmou a dingaaida
atividade proteolitica da enzima de 66 kDa assac@délula apds tratamento com PLC (ind@&).Efeito da
temperatura e do pH na peptidase de 66 kDa. As dieagéis a esquerda foram incubadas durante 20 h e
tampéo fosfato 50 mM, pH 6,0, em diferentes tentpesa (4, 26, 37, 50 e 65°C), enquanto as tiragéike a
direita foram incubadas por ,20 h a 37°C nos séggisistemas tampdes: tampéo fosfato 50 mM (pH6500e

7,0) e tampao glicina-NaOH ,20 mM (pH 8,0 e 9,0).
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Figura 11: (A) Medidas quantitativas da atividade proteoliticaando gelatina como substrato sollvel, e
secrecdo de proteina para o meio extracel(@By.SDS-PAGE mostrando o perfil de proteinas secrstada
(coloracédo de prata]C) western blotting mostrando o polipeptideo reattem o anticorpo anti-gp63 de
amazonensi® (D) gelatina-SDS-PAGE evidenciando a peptidase edtiacede 66 kDa secretada pét.
samuelpessoailurante 1 (a), 2 (b), 3 (c) e 4 h (d) de incubagfio PBS-glucose. Os nimeros da esquerda
correspondem as massas moleculares aparentessagees kilodaltons.



A caracterizacdo do pH e da temperatura 6timos éamforam feitos para a enzima
secretada. Dessa vez, eles foram determinadosepsitaimetria através da medida dos halos
de digestéo, apds andlise por gelatina-SDS-PAGE et s de atividade proteolitica foram
muito semelhantes aos da peptidase de superfiemgloso pH 6,0 (Figura 12 A) e a
temperatura de 37°C como os 6timos para eviderzidgaatividade proteolitica (Figura 12
B).
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Figura 12: Efeito do pH(A) e da temperatur@) na peptidase de 66 kDa secretadathasamuelpessoa@pds 3

h de incubacdo em PBS-glucose. As tiras de gémrfancubadas em diferentes sistemas tampdes (pH 2,0
10,0) por 20 h a 37°C. Alternativamente, os géianfoincubados em tampéo fosfato (pH 6,0) por ,26mh
diferentes temperaturas (variando entre 4 a 6FRE)maiores atividades proteoliticas (pH 6,0 e TC3#®ram
consideradas como 100% de atividade proteolitisavdlores porcentuais representados significam dianuie
trés medidas independentes correspondentes aaieesib dos halos de digestdo apds analise potirgela
SDS-PAGE.



Tratando-se entdo da mesma enzima, foi feita arrdetacdo da sensibilidade da
peptidase frente a diferentes inibidores prot@oifti Tanto a peptidase secretada quanto a
peptidase de superficie tiveram sua atividade difda & 90%) quando tratadas com 1,10-
fenantrolinal0 mM, um inibidor de metalopeptida@égura 13). Dois outros inibidores de
metalopeptidases, EDTA e EGTA, também promoverana unibicdo significativa na
atividade da peptidade de 66 kDa. E-64, um inibaocisteina peptidase, inibiu fracamente a
enzima. No entanto, PMSF nao interferiu signifiatiente na atividade enzimatica (Figura
13).
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Figura 13: Gelatina-SDS-PAGE mostrando a modulagcdo da atieigaoteolitica extracelular da peptidase de
66 kDa deH. samuelpessoaguando os géis foram incubados na auséncia ¢enhtr na presenca de diferentes
inibidores proteoliticos: 1,10-fenantrolina 10 mEDTA 10 mM, EGTA 10 mM, PMSF 10 mM e E-64 10 uM
(B). O grafico representa as medidas de densitronwigahalos de digestdd), sendo a atividade proteolitica
mensurada no sistema controle considerada 100%alOes porcentuais representados significam aareeli
trés medidas independentes. Resultados similarasifdetectados para a enzima associada a célaas(dé@o
mostrados).

Confirmada a presenca da mesma metalopeptidase narguperficie celular quanto
no meio extracelular, tornou-se necessario a ifigagfio do mecanismo de secre¢do dessa
peptidase similar & gp63 erh samuelpessoaNossos resultados mostraram que células de
H. samuelpessodratadas com 1,10-fenantrolina apresentaram umsideravel reducdo na
secrecado da peptidase de 66 kDa para o meio dxieac€-igura 14 A). A inibicdo da
secrecdo da peptidase mostrou-se dose-dependementando de 56 para 87% com a
concentracdo de 1,10-fenantrolina variando de & p@rmM. Por outro ladg-CMPS, um
inibidor de PLC, nas concentragfes de 0,1 e 1 pdMimt@rferiu na secrecdo da peptidase de

66 kDa (Figura 14 B). E importante ressaltar quéa@snos inibidores, nas concentracées



usadas, nao afetaram a viabilidade dos parasistes Eesultados sugerem que a secrecao da
peptidase de 66 kDa presente na superficieHdesamuelpessoaseja por mecanismos

dependentes de protedlise ao invés de fosfolipblise

a b C
a b C

Figura 14: Efeito dos inibidores de metalopeptidase (1,1@ufémolina) e de PLCptCMPS) na secregéo da
peptidase de 66 kDa por células vivas-tesamuelpessoaDs parasitos foram tratados por 30 min na ausénci
(a) e na presenca de 1,10-fenantrolina 1 mM (b) écl mM; em seguida, as células foram lavadas B, P
centrifugadas e entdo colocadas para secretar @isrIrth em PBS-glucogd). Em paralelo, as células foram
incubadas por 1 h na auséncia (a) e na presengZtPS 0,1 uM (b) e 1 (c) uM, e o sobrenadante lidido
apos etapas de centrifugacdo e filtra¢Bp Todos esses sobrenadantes foram analisados etmae&DS-
PAGE, para evidenciar a atividade proteolitica eacta. O nimero a esquerda corresponde a masseulaole
aparente da peptidase expressa em kilodaltons.
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PARTE Il:
Papel da molécula similar a gp63 erdlerpetomonas samuelpessaaa diferenciacédo

celular e na degradacao de diferentes substratosqeicos

Através da técnica de SDS-PAGE contendo gelatineocgubstrato incorporado ao gel, o
perfil proteolitico celular ded. samuelpessoaievelou a presenca de uma metalopeptidase
majoritaria de 66 kDa e uma cisteina peptidase mwém@ de 45 kDa, quando os parasitos
foram crescidos a 26°C durante 48 AN®os et al.2003, Figura 15 B). Comparando-se a
expressao da peptidase de 45 kDa em parasitosdoegor 48 h (fase exponencial) a 26°C e
a 37°C, foi visto que essa cisteina peptidase tsuma atividade drasticamente reduzida
guando os parasitos foram crescidos na maior tenyar(Figura 15 B e 15 D). No entanto, a
atividade correspondente a metalopeptidase de @60 foi afetada pela temperatura de
crescimento dos parasitos. Além disso, parasitasscitos nas duas temperaturas

apresentaram um perfil protéico similar (FiguraC)5 Curiosamente, outra cisteina peptidase



de 50 kDa foi observada quando os parasitos fordtivados a 26°C. Contudo, essa enzima
parecia ser muito instavel, uma vez que sua deiaogd sempre foi possivel, em contraste
com a principal metalopeptidase de 66 kDa e ainstpeptidase de 45 kDa (comparar

Figuras 15 B e 16 B). A modulacéo da expressaastieirta peptidase parece estar ligada ao
processo de diferenciacdo celular, uma vez quenocemip da temperatura foi capaz de

desencadear a transformacédo das formas promastgotdormas paramastigostas (Figura 15
A).

Os resultados mostraram também que a cisteinadpsptde 45 kDa tinha sua expresséo
reduzida em aproximadamente 70% nas primeirasd&idnescimento (fase lag) dos parasitos
na presenca de DMSO (Figura 16 B), um agente aadg@aaduzir a diferenciacéo celular em
H. samuelpessoaA banda de 45 kDa referente aos parasitas coessoi@ presenca de DMSO
foi reduzida em 55% ap0s 48 h (fase log) e 65% @Rds (fase estacionaria) de crescimento,
guando comparadas aos seus respectivos contrass. rEsultado foi validado através da
observacdo de quél. samuelpesoacrescida na auséncia de DMSO apresentava uma
preponderancia de formas promastigotas na culturante 24 a 72 h, enquanto que o0s
parasitos incubados na presenca de DMSO, o nuneerorthas promastigotas decresceu
significativamente e o numero de formas paramastig@ opistomastigotas aumentaram
(Figura 16 A). De forma contraria, a metalopeptdde 66 kDa nado foi significantemente
alterada pela presenca do DMSO (Figura 16 B). Uezague a mesma quantidade de proteina
foi submetida a eletroforese nesses experimentgaré-16 C), os resultados sugerem que as
diferencas na producao de peptidases pode seramsadquéncia da expresséao diferenciada da
cisteina peptidase de 45 kDa nas diversas fornastesas deH. samuelpessoai

A habilidade da peptidase similar a gp63 lensamuelpessoale hidrolisar diferentes
substratos protéicos foi testada em SDS-PAGE. Oailtaelos demonstraram que
hemoglobina, caseina, 19G, mucina, albumina bownalbumina humana, assim como
gelatina, foram degradadas pela acéo hidroliticesalepeptidase (Figura 17 A). Essa
degradacéo foi dependente do substrato testadoyergue diferentes extensdes de hidrolise
foram observadas, como podem ser evidenciadasaapaisalises desitométricas dos halos de
digestdo (Figura 17 B). De forma similar, quandextrato do intestino dé. aegypti um
modelo experimental de hospedeiro invertebradoisi@vpor 3WTOs et al.2006), foi
incorporado ao gel de SDS-PAGE, observou-se adatieé da metalopeptidase de 66 kDa
(Figura 17 B).
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Figura 15: (A) Porcentagem de cada estagio morfologico obsersadd. samuelpessoauando cultivada em
meio BHI por 48 h a 26°C e a 37°C. No topo de cgdifico ha uma imagem representativa da forma
morfolégica mais abundante observada a 26°C (prigotass) e a 37°C (paramastigotaélp) Expresséo
diferencial de peptidases observadas apos culaud. damuelpessoa 26°C (temperatura do inseto vetor) e a
37°C (temperatura de mamiferos). As massas molesutlas peptidases, expressas em kilodaltons (kB0
representadas a esquer@f@) O perfil proteico dos dois sistemas foi usado cammtrole para amostras corridas
no gel. As massas moleculares referentes ao paldrgwoteinas estdo representadas a di@faMedicdes
densitométricas dos halos de digestdo das peptidiseé6 e 45 kDa sdo mostradas no grafico. Oseslor
representam medidas do desvio padrao de trés mgudds diferentes. A atividade proteolitica foi gsa em
unidades arbitrarias. O asterisco indica difereegtatistica entre os grupos analisados (P<0,0f tede
Student). MP: metalopeptidase, CP: cisteina peggila
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Figura 16: (A) Porcentagem de cada estagio morfoldgico obsergadderpetomonas samuelpessogiiando
cultivada em meio BHI por 48 h a 26°C na ausén€jae(na presenca de 4% de DMSO (B). Gelatina-SDS-
PAGE mostrando o perfil de peptidases produzidasdpsamuelpessoajuando cultivada durante 24 a 72 h na
auséncia e na presenca de DMSO. Os nimeros enmpbrariigura mostram, através de analise densitwagta
reducdo da atividade da peptidase de 45 kDa ensifmdratados com DMSO em comparagdo com 0S nao-
tratados(C) SDS-PAGE mostra o perfil proteico dos parasitostr@ados e tratados com DMSO por 48 h, que
foi usado como controle da quantidade de protedipdisadas ao gel em cada sistema. Os numeros igadire
correspondem as massas moleculares aparentessagees kilodaltons.
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Figura 17: Capacidade de hidrolisar diferentes substratosrjiecados a SDS-PAGE pela metalopeptidase de
superficie de 66 kDa expressa eimsamuelpessoaiGelatina (1), albumina bovina (2) (BSA), case{8p
extrato do intestino do inseto daedes aegypti(4), hemoglobina (5), albumina humana (6) (HSA),
imunoglobulina G (IgG) (7) e mucina (8) foram indiwvalmente incorporados ao gel para evidenciaidzile
proteolitica. Os géis foram aplicados comp0do extrato de membrana obtido apds extragdo edonTX-110

e incubados em tampao fosfato (pH 6,0) por ,203°& (A). Analises densitométricas dos halos de digestéo,
expressas em unidades arbitrarias de atividadegdfiita(B).

PARTE IlI:
Interacdo entreH. samuelpessoa o intestino do hospedeiro invertebrado

Aedes aegypti

Para implicar uma provavel funcéo biolégica a nogt@ptidase dél. samuelpessoai
procurou-se estabelecer uma relacdo entre a emzorf@ospedeiro invertebrado. Foi usado o
insetoA. aegypticomo modelo de estudo nos experimentos de interegd@lar (D" A/ILA -
LEvy et al.2006a, NGUEIRA DE MELO et al.2006, SiLvAa et al.2009). Para isto,

inicialmente, foi preciso comprovar que os parasgi@am capazes de colonizar efetivamente o



intestino deA. aegypti Nesse intuito, os insetos foram alimentados gdr 2om uma solucao
contendo os parasitos e, em seguida, ao longo dias8consecutivos, o0s intestinos Ale
aegypti foram extraidos e dissecados para a avaliacdoodaiviel colonizagdo poH.
samuelpessoaiFigura 18 A). Ao longo de oito dias foram detdos parasitos vivos
colonizando o intestino deste inseto (Figura 18 A)microscopia Optica do intestino
dissecado, obtido do inseto infectado, mostroleagnca de parasitos aderidos a parede deste

orgao (Figura 18 B).

Parasitas x 103/ intestino
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Figura 18: (A) Insetos da espécif. aegyptialimentados com uma solucdo contendo PBS, sacafi¥gee
parasitosH. samuelpessodilx10’ células/ml) foram dissecados apés 1, 2, 5, 6 @8 tendo seus intestinos
removidos. As células de parasitos presentes nestesinos foram contadas em camara de Neubauer. O
experimento foi realizado trés vezes, onde quintsiinos foram avaliados por d{®) Microscopia éptica da
interacdo dos parasités samuelpessoaiivos (setas) com a parede do intestino extratdmsetoA. aegypti
apos 6 dias da infeccao.

Em seguida, foram realizados experimentos parartenferir uma provavel funcao
para as moléculas similares a gp63 na interacdé. damuelpessoa intestinos dissecados
deA. aegypti Apés uma hora de interacao, mais de 12.000 pasasncontravam-se aderidos
aos intestinos. Para analisar a influéncia dasculalé similares a gp63 d¢ samuelpessoai

neste processo, antes da interacdo, os parasitam fpré-tratados com inibidores de



metalopeptidases (EDTA 0,1 mM, EGTA 0,1 mM e 1,&0antrolina 1 mM). Os resultados
mostraram uma significativa reducdo na interacdalaze No entanto, estes tratamentos
podem gerar uma inibicdo indireta da enzima e cpiesgemente da interacdo, uma vez que
esses inibidores sdo capazes de bloquear outramasnalém de metalopeptidases, que
também podem ser importantes para a adesdo. Tarhbawe diminuicdo na interacéo,
guando os parasitos foram pré-tratados com PLCfobea similar, a PLC pode clivar as
ancoras de GPI de outras moléculas também relevaaténteracdo. Para uma andalise mais
especifica, os parasitos foram pré-tratados comaapbs anti-gp63, e os resultados obtidos
demonstraram uma drastica reducdo da interacd@ @amantir que ndo eram outros
anticorpos do coelho que estavam diminuindo a agée (uma vez que o0 anticorpo €
policlonal), os parasitos foram pré-tratados cosom pré-imune e ndo se detectou reducao
significativa da interacdo. Contudo, por ser mgtande, a molécula de anticorpo poderia
bloquear fisicamentente outros receptores que iat&ih na adesdo. Para elucidar essa
guestao, dessa vez os intestinos foram pré-tratamosa proteina gp63 purificada (obtida de
C. deandi. Assim sendo, a proteina iria saturar os receptdo intestino e quando em contato
com os parasitos, se fossem as moléculas simidaggg63 importantes para adesdo, esses
parasitos ndo seriam capazes de se aderir, o oiestrvado através de uma dréstica reducéo
da interacdo. Podendo a peptidase purificada wedatproteoliticamente sobre os receptores
do intestino realmente importantes para a adeséoedlizada uma nova interacdo usando a
proteina purificada na sua forma de apoenzimae@ mativada pela remocéao dos cations
importantes para sua acao hidrolitica e tambénuadsma inativada pelo calor. Nesses dois
casos a interacao foi também drasticamente red(izigara 19).

Além de apresentar em sua superficie uma pepttaé8 kDa semelhante a peptidase
de Leishmaniaspp.,H. samuelpessodambém € capaz de secreta-la para o0 meio extiacelu
Dessa forma, do sistema controle do experimentatdeacéo foi recolhido o sobrenadante e
submetido a técnica de Western blotting. Obsereogue durante a interagdo com o intestino
do hospedeiro invertebrado os parasitos secretaior paantidade da peptidase similar a
gp63 quando comparado a parasitos incubados soreemt®BS (Figura 19 inset). Os
parasitos previamente tratados com 1,10-fenan&ofifio foram capazes de secretar a

molécula similar a gp63 durante a interacao contestino déA. aegypti(Figura 19 inset).
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Figura 19: Células deH. samuelpessodbram tratadas por diferentes moduladores (indisa@l esquerda do
grafico) e colocadas para interagir com o intestigoAedes aegyptiVerificou-se que a interacdo celular
diminuiu significativamente quando as células fomaré-tratadas com 1,10-fenantrolina, com anticoruus
gp63 e também quando os intestinos foram pré-watadm a proteina gp63 purificada @e deanei(+,
P<0,001;®, P<0,05). Estes dados representam a média dexp&simentos independentes. O inset mostra a
identificacdo da proteina similar a gp63 atravésédaica de Western blotting usando anticorpo gp®i3 no
sobrenadante de 1 h de interagdo: (a) intestintexdiss, (b) parasitos isolados, (c) parasitos mggstinos e (d)
parasitos tratados com 1,10-fenantrolina mais tines O nimero a esquerda indica a massa moledolar
polipeptideo reativo.

Partindo das evidéncias de que a molécula similgp&8 € importante na interacao
com o hospedeiro invertebrado e sendo a mesmataggerem maior quantidade durante a
interacdoin vitro, avaliamos em seguida a expressao dessa enziwi&o. Para isso, 0S
mosquitos foram alimentados durante 24 h com urhg&o contendo os parasitos e apos 6
dias de colonizacéo, os intestinos Aleaegyptiforam extraidos, dissecados e os parasitos
presentes foram recolhidos, analisados por citeande fluxo e comparados aos parasitos
cultivados em meio de cultura BHI por 6 dias (Feg0). A analise de citometria evidenciou
um aumento na expressao da molécula similar a gp68. samuelpessoapds passagem
pelo insetcA. aegypti Nesse contexto, 0s parasitos crescidos no meialtlea apresentaram
40% das células marcadas, ao passo que aquelemnimaeam em contato com o intestino do

inseto apresentaram 95% das células marcadas eoticorpo anti-gp63 (Figura 20).
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Figura 20: Analise de citometria de fluxo mostrando a ligadacanticorpo anti-gp63 a superficie celulatte
samuelpessoaiOs parasitos cultivados em meio BHI apresentarsrcacdo menor do que 0s parasitos que
foram recolhidos apés 6 dias de colonizacdo notange aegypti (BHI-controle e inseto-controle:
autoflurescéncia; BHI-gp63 e inseto-gp63: parasitascados com anti-gp63).

PARTE IV:
Interacdo in vitro entre Herpetomonas samuelpessaaimacrofagos peritoniais de

camundongos

Uma vez que a molécula similar a gp63 esta envaldth inUmeros eventos na
interacdo do génerbeishmaniacom células do hospedeiro vertebrado e sabendoaque
incidéncia de parasitoses oportunistas vem aumgmtam longo dos anos em pacientes
imunocomprometidos, avaliou-se o papel da molédelgp63 expressa pbi. samuelpessoai
na interacdo com um modelo de célula hospedeivedebrado, os macrofagos peritoniais de
camundongos.

A principio, foi verificado o comportamento dess#efracdo durante diferentes
periodos de tempo, utilizando-se parasitos cultisal26°C (temperatura do inseto vetor) e a
37°C (temperatura do hospedeiro vertebrado). Néanfaletectadas diferencas significativas
no indice de associacdo entre macrofagos e ositparasescidos nas duas diferentes

temperaturas. Durante as 4 primeiras horas deagé#er observou-se que o0 indice de



associacgao foi crescente, atingindo o maximo deg® h. Quando deixados interagir por 6 e
24 h, verificou-se uma diminuicdo no indice de es®@do, provavelmente decorrente da acéo
microbicida dos macrofagos (Figura 21 A). Difersrassociagdes foram observadas durante a
interacdo desse parasito com macréfagos peritonNas maioria dos casos, foi vista a
internalizacdo de parasitos nas formas alongadas @cinetoplasto anterior ao nucleo,
caracterizando as formas promastigotas (Figura 2¥efas pretas cheigsNo entanto,
algumas vezes, formas mais arrendondadas forarmteadas no interior dos macréfagos
(Figura 21 C setas brancgs Em ambos 0s casos, 0s parasitos sempre se &vantdentro

de vacuolos fagociticos. Algumas imagens sugereenoguparasitos estejam sendo mortos
pela acao antimicrobiana dos macréfagos (Figur@ zktas pretas vazadas

Para avaliar se, como na interagdo com o0 hospedemotebrado, o contato do
parasito com o hospedeiro vertebrado era capaarderdar a secrecao de moléculas de gp63
para o meio extracelular, o sobrenadante da irerapds 3 h foi testado através de Western
blotting usando-se o mesmo anticorpo anti-gp63re3sltados mostraram que na presenca
dos macrofagos os parasitos secretam maior qudatidia enzima quando comparados com
parasitos incubados somente em meio de culturard@Ri B).

Em seguida, para analisar a influéncia das molgcslailares & gp63 déd.
samuelpessoaia interagcdo com macrofagos peritoniais, parasittiszados a 26°C, antes da
interacdo, foram pré-tratados com alguns moduladatentre os quais: 1,10-fenantrolina
(inibidor de metalopeptidases) e anticorpos andidgii50, H52 e 180). Os resultados obtidos
demonstraram uma dréstica reducéo da interacdoesfEstratamentos em relacdo ao sistema
controle. Para garantir que ndo eram outros apiisodo coelho que estavam diminuindo a
interacdo (uma vez que o anticorpo é policlona)parasitos foram pré-tratados com o soro
pré-imune e ndo se detectou reducao significativenttracéo. Outra interacdo foi realizada e
dessa vez os intestinos foram pré-tratados comoteipa gp63 purificada (obtida de

deane), sendo também observada uma drastica reducderdagéo (Figura 22).
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Figura 21: (A) Gréafico mostrando o comportamento da interagdoHdesamuelpessoacom macréfagos
peritoniais durante 1, 2, 3, 4, 6 e 24 h. Este@slaepresentam a média de trés experimentos indepies(B)
Identificacdo de moléculas similares a gp63, ptesemo sobrenadante de interacao apds 3 h, attavégnica
de Western blotting usando-se o anticorpo anti-gf@BFotografias ilustrando as diferentes visdes dadgémo:
parasitos na forma promastigotas dentro de vacisktas pretas cheias), parasitos com forma ardedanno
interior de vacuolos (cabecas de setas brancasyasifps com indmeros granulos ao longo do citopas
evidenciando uma provavel injaria celular (setatgwy vazadas).
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Figura 22: Efeito de moléculas similares a gp63 na interaigid. samuelpessoa macréfagoqgA) Células de

H. samuelpessodoram tratadas com diferentes moduladores (indisadesquerda do grafico) e colocadas para
interagir com macrofagos peritoniais. Verificouege a interacdo celular diminuiu significativamegteando as
células foram pré-tratadas com 1,10-fenantrolina) anticorpos anti-gp63 e também quando os intesforam
pré-tratados com a proteina gp63 purificad&€ddeanei Estes dados representam a média de trés expé&sne
independentegB) Microscopia Optica ilustrando a diminui¢céo da iatgo quando parasitos (setas) foram pré-
tratados com anticorpos anti-gp63 em comparac&isteama controle € P<0,05)



Discussao



Na superficie dél. samuelpessoaista localizada uma molécula similar a gp63, como
foi mostrado em estudos anteriores através de teawsgdo bioquimica e enzimatica
(ETGES1992, 3NTOS et al.2003). Esse presente estudo tragou um paralelo estodos
anteriores mostrando semelhancas bioquimicas atidéSDS-PAGE, além de demonstrar
uma reacdo cruzada entre antigenosHdesamuelpessoag o anticorpo anti-gp63 de.
amazonensisusado na analise de Western blotting, citometeafldxo e microscopia
confocal. Em adicao, diversos grupos ja reportagaeuma significante proporgéo de gp63 é
secretada por promastigotasldgshmania(McGWIRE et al,2002, Yao et al, 2002, AFFE &
DWwYER,2003). Nesse contexto, também foi mostrada a ss@ocede atividade secretada da
proteina similar a gp63 por célulasidesamuelpessoai

Nas analises de SDS-PAGE foi demonstrado que aanmastecular da peptidase
presente enH. samuelpessoatanto na superficie quanto secretada, € de 66ekfaando
analisada em condi¢cbes desnaturantes, de 63 kDa.

Na analise de microscopia confocal de fluorescéntaressantemente, a marcacao
nao foi homogénea, uma vez que alguns parasité® esais fluorescentes que outros. A
primeira explicacdo para essa observacdo podecsquep a expressdo da peptidase esteja
relacionada a fase do ciclo de vida em que o garasi encontra, uma vez que as culturas
desses parasitos ndo sdo sincronizadas. Aléem dissmorréncia de subpopulacdes distintas
pode demonstrar a diferenca de expressao da maldeusuperficie similar a gp63 nos trés
estagios de desenvolvimento do parasito (promdatigmaramastigota e opistomastigota)
quando cultivado#n vitro, ou mesmo uma diminuicdo no acesso dessa molédigantes
externos, como proposto para outros glicoconjugagtosH. samuelpessoa{SANTOS et
al.,2002a). EmLeishmania isoformas de gp63 séo diferencialmente expredsasnte o
crescimento de promastigotas desde a fase logeaitaie a fase estacionaria (revisto por
YAO, DONELSON & WILSON,2003). Além disso, produtos dos genesgi®3 podem ser
dispostos de forma diferente na célula, sendoa®titb citoplasma e/ou na membrana ou
secretadas, sugerindo que as menores diferencasiz@ncias das isoformas de gp63 podem
ter consequéncias funcionais. Seguindo o mesmociatm, € possivel que essas pequenas
diferencas nas isoformas possam fazer com que sdpsn expressas em diferentes
compartimentos do parasito e/ou em diferentes gtdpaciclo de vida (revisto porA®,
DONELSON& WILSON,2003).

Parasitos tratados com PLC mostraram uma redugadicativa, tanto na marcacao

de superficie com anticorpos anti-gp63 bem comativéidade proteolitica correspondente a



metalopeptidase de 66 kDa quando comparados camd@m$ratados, justificando que estas
moléculas de superficie sdo ancoradas via GREHEL992, HNEIDER & GLASER,1993,
SaNTOS et al.2002a). MGWIRE e colaboradores (2002) demonstraram que a liberdgéd
gp63 ancorada via GPI para o meio extraceluladézida drasticamente pelo tratamento com
1,10-fenantrolina emnieishmania Nesse sentido, o inibidor de zinco-metalopepédés
capaz de reter a secrecao dessa enzima de formaejpsndente, enquanto o inibidor de PLC
(p-CMPS) nédo alterou o padréo de secre¢do da nialséitnilar a gp63 eril. samuelpessoai
Coletivamente, estes resultados sugerem que adgi83samuelpessodambém é secretada
a partir da superficie do parasito por protedksedio por fosfolipdlise.

Como previamente proposto, a existéncia de molgcgiailares a gp63 em
tripanossomatideos monoxénicos, que sao parastossdtos e ndo infectam vertebrados,
sugere uma funcéo primaria para essa peptidasgtesiino médio do inseto vetor. O pH no
intestino do inseto (pH 6-7), o habitat natural ap&t. samuelpessoalMCGHEE &
CosGROVE1980), coincide com o pH o6timo da peptidase egttdar e de superficie, como
foi observado no presente trabalho. Usando prateiaivas como substratosjALUDHURI &
CHANG (1988) observaram um pH o6timo entre 3,0-4,0 pagp@3 de promastigotas de
Leishmania mexicana amazonengaquanto ZINIA & SOTERIADOU (1991) reportaram dois
picos de atividade no pH 5,8 e pH 7,2 para clivagennsulina por 7 diferentes espécies de
Leishmania ETGES e colaboradores (1987) afirmaram que a gp63 dengstigotas de
Leishmania majorera mais ativa contra azocaseina em torno de PHE&sas diferencas
guanto ao pH 6timo da gp63 de diferentes espéa@dsedhmaniapodem ser explicadas
devido ao uso de substratos globulares versos ratdsstlineares (Xo, DONELSON &
WIiLsoN,2003). Adicionalmente, em estudos anterioresydportado quéd. samuelpessoai
produz uma metalopeptidase de 60-70 kDa que apjeeaéimidade catalitica em um amplo
espectro de pH (5,0 a 10,0n(80s et al.2003).

Nesse estudo, comparou-se a atividade da metaidasptextracelular e de superficie
em diferentes temperaturas. Emsamuelpessoaioiobservada uma expressdo semelhante de
metalopeptidase de superficie nas temperaturaséde 27°C. Porém, a metalopeptidase
secretada apresenta diferenca na capacidade tivdrali26 e a 37°C. A temperatura do inseto
vetor (26°C), essa enzima proteolitica foi menagaatjue na temperatura do vertebrado
(37°C). Esse fato pode ser explicado pela aus@aci@ncora de GPI na peptidase secretada,
gue pode modificar sua estrutura tridimensionaérahdo sua capacidade hidrolitica frente a

diferentes temperaturas.



O efeito dos inibidores na atividade proteoliticalita qual o tipo de catélise da
peptidase. Neste sentido, a proteina similar a gp@Bacelular deH. samuelpessoai
demonstrou similaridade com a peptidase de superfieste parasito e com a gp63 de
Leishmania como a sensibilidade a 1,10-fenantrolina. Outripanossomatideos inferiores
também secretam peptidases inibidas por 1,10-fiexiguat (SANTOS et al. 1999; 2001a; 2005;
2008;D’AvVILA-LEVY et al.2001; AIMEIDA et al.2003; AFFE & DWYER,2003; ERMELHO et
al.,2003). Outros inibidores de metalopeptidase, cobdAe EGTA, também diminuiram a
atividade proteolitica, porém menos significativatee E-64, um inibidor de cisteina
peptidase, diminuiu levemente a atividade da mpégibdase de 66 kDa déi.
samuelpessoaisso pode indicar a presenca de um grupament@rid@imo ao sitio ativo,
como ja sugerido para outras metalopeptidases pidaRkipor tripanossomatideo(§os et
al.,2002a). O PMSF, inibidor de serina peptidase, poudbiu a atividade dessa
metalopeptidase.

O ciclo de vida dos tripanossomatideos € caraetdwipor uma série de diferenciacdes
e variacdes no metabolismo. Os eventos de difeeiairequerem mudancas especificas nos
processos biologicos basicos das células e sdxosflde estimulos ambientais. Diversos
fatores sdo capazes de desencadear a diferencielgdar em tripanossomatideos, incluindo
fatores bidticos e abioticos ARSONS& RUBEN,2000). J4 € conhecido que a temperatura de
crescimento de diferentes microrganismos pode modukexpressao de diversas moléculas,
incluindo enzimas proteoliticas. B samuelpessoaa temperatura de mamiferos (37°C) e a
exposicdo ao DMSO induzem o parasito a se difemendas formas promastigotas
(tipicamente encontrada a 26°C, sem nenhum estimago formas paramastigotas e
opistomastigotas (RTMAN et al.1972; ANGLUSTER et al. 1977, CASTELLANOS et al.]1981;
SANTOS et al.2001, 2002a, 2003). A fim de correlacionar a exgiesda peptidase similar a
gp63 com o processo de diferenciacdo celulaHersamuelpessoaas enzimas de parasitos
crescidos unicamente a 26°C, na mesma temperattgama presenca de DMSO e a 37°C
nas mesmas condi¢bes foram analisadas por geBliSaPAGE. Os resultados mostraram
alteracOes significativas na expressao da metdiopsp deH. samuelpessoasomente a
atividade de cisteina peptidases foi significatigate diminuida quando o parasita foi
crescido a 37°C, sugerindo uma possivel influérdaatemperatura de crescimento na
producdo desta classe de peptidase. Uma vez dquedade da cisteina peptidase de 45 kDa
depende da temperatura, pode-se correlacionar ezsgma a processos metabdlicos que

ocorram a 26°C (temperatura do inseto vetor), orfice ocorre quando o parasito cresce a



37°C. Essa variacdo na atividade pode também egémionada a diferenciacdo do parasito,
ja que a principal forma evolutiva observada a 3&°&€ paramastigota, enquanto que a 26°C
as formas promastigotas sado predominaiResrMAN et al. 1972;ANGLUSTERet al.1977).

Outro forte agente capaz de desencadear a difag@onccelular em varios sistemas
biolégicos, incluindoH. samuelpessoag 0 DMSO (@STELLANOS et al.1981; revisto por
SANTOS et al.2003). Sabe-se que a reducao da proliferacdo @sifmae acompanhada pelo
aumento da taxa de diferenciacdo BimsamuelpessodiSanTos et al.2007), e quando o
parasito cresce na auséncia de DMSO apresentanepanperancia de formas promastigotas
durante 24 a 72 h (GTELLANOS et al.[1981; SWTOS et al.2001,2002a,2003). Porém, quando
incubados na presenca de DMSO, o numero de praguogsi diminui, e juntos
paramastigotas e opistomastigotas aumentam pargimaidamente 60 a 70% durante 24 a 72
h (CasTELLANOS et al.1981; 2nTOS et al.2001,2002a,2003). Em trabalhos anteriores,
demonstrou-se que, ebh samuelpessoaa diferenciacdo induzida por DMSO é dependente
da expressdo de peptidase, uma vez que inibidoodsofiticos bloquearam esse processo
(SaNTOS et al.2003). Nesse trabalho, foi confirmado que o DMS@uma diferenciacao e
gue a reducdo na expressdo de cisteina peptidaseéhdas promastigotas sdo eventos
conectados. Por outro lado, a expressdo da memidpse de 66 kDa ndo é
significativamente alterada na presenca do DMS@océoi visto nos ensaios de gelatina-
SDS-PAGE e western blotting.

A gp63 deleishmaniaé sabidamente uma enzima capaz de degradar d&eren
substratos protéicos, incluindo gelatina, caseamgcaseina, albumina, hemoglobina e
fibrinogénio (BOUVIER et al.1990). Certamente, sua habilidade em hidrolisaespkctro de
substratos fez da mesma uma proteina convenieni ipgeragir com as moléculas
encontradas em ambientes diversos do hospedeiebreo ou do inseto vetor. A proteina
similar a gp63 entl. samuelpessogpresente na superficie do parasito, foi capdrdtelizar
também um amplo espectro de proteinas: gelatisajrta BSA, hemoglobina, soro albumina
humana, IgG, mucina assim como o extrato do imesdo insetcAedes aegyptiO amplo
espectro de degradacao dessa peptidase pode pussiteeauxiliar esse parasito na obtencéo
de aminoacidos para sua nutricdo, assim como clbewreiras para promover sua
disseminacéao, pois 0s insetos comumente apreseiniarsos mecanismos de protecao contra
microrganismos, como a producdo de peptideos c@m agtimicrobiana. Dessa forma, os
tripanossomatideos que passam pelo menos umadasdiclo celular dentro de um inseto

devem apresentar mecanismos de maneira a escags®sd@ecanismos. A producéo de



peptidases € o aparato mais importante que os itparagispdem para escapar desses
mecanismos de defesa dos insetos (revisto mmdbvet al.2008). Por este meio, o amplo
espectro de agéo da proteina similar a gp@3.d@amuelpessoaambém pode melhorar a sua
capacidade de ultrapassar as barreiras de defesasefw. Do mesmo modo, moléculas
produzidas porLeishmaniasdo capazes de hidrolisar as varias proteinasargks do
hospedeiro assim como clivar diferentes peptidetserobianos (KLKARNI et al.2006).

A atividade de gp63 também ja foi descrita em @utripanossomatideos patdégenos
de humanos, incluindd@. cruzie T. brucei Nesse ultimo, sugeriu-se que a atividade da
metalopeptidase de superficie era responsavel'siebolding” da VSG (glicoproteina variante
de superficie) durante a diferenciacéo celulan( et al.1997). De fato, uma das familias
de gp63 ddl. bruceiesta envolvida na liberacdo de VSG transgénis&QuUNT et al.2003).

O T. cruzipossui uma familia de genes de gp63 compostosugmgy multiplos (OEVAS,
CazzuLO & SANCHEZ,2003). Dois destes grupoksgp63-le -1, estdo presentes como genes
com alto numero de copias, e anticorpos anti-Tcgp®&am capazes de bloquear
parcialmente a infec¢do de células Vero por tripgiigatas, sugerindo um possivel papel para
esta metalopeptidase durante o processo de interacditro (CUEVAS, CAzZzuLO &
SANCHEZ,2003).

Vérias funcbes podem ser especuladas para a negéiltgse similar a gp63, como
por exemplo: pode permitir que o0s parasitos evadama variedade de fatores
antimicrobianos no ambiente extracelular, incluirddegradacéo de serina peptidases, que
sdo mediadoras em muitos aspectos da imunidadeveoatebrado, como a coagulagcéo da
hemolinfa e ativacdo da sintese do peptideo anbiyieno (®RMAN & PASKEWITZ,2001).
Além disso, dentro do inseto vetor, a gp63 poderker a utilizacdo de nutrientes presentes
no sangue ingerido durante os primeiros estagiatedenvolvimento, assim como proteger o
parasito contra enzimas digestivas do vet@H(BIN, SCHNUR & JACOBSON1990). Nesse
sentindo, tentou-se implicar uma provavel funcacapa proteina similar a gp63 dé
samuelpessoalentro do intestino do inseto vetorAOaegyptié um eficiente vetor dos virus
da dengue e da febre amarela devido a sua proxdmid@m os humanos e de seu
comportamento em alimentar-se de multiplos hospesleiurante um anico ciclo gonotréfico
(GUBLER,2004). Desde que tripanossomatideos monoxénicasfassociados a lesdes em
pacientes imunodeprimidos (@GHEE & COoSGROVE1980; McBRIDE et al.1995; MONDAIN-
MiToN et al.1995; JMENEz et al.1996; RACHECO et al.1998; BRAHIM et al.1997,;

MILLER,2000; GHICARRO & ALVAR,2003; Morio et al.2008), a relevancia de se estudar a



interacdo entre esses tripanossomatideos e insetoatéfagos aumentou vertiginosamente.
A. aegyptitambém foi escolhido como modelo experimental per@u foi mostrado que
Herpetomonassp. foi capaz de colonizar repetidamente este dng8VEINMAN &
CHEONG,1978). Além disso, foi estabelecido dBieculicise C. deanesao capazes de se ligar
in vitro a intestinos dissecados de aegypti (FAMPA et al.2003, D'AVILA-LEVY et
al.,2005b,2006a) e quR. culicispode colonizar intestinate A. aegypt{FAMPA et al.,2003).
Os tripanossomatideos das espéBiefancaj C. guilhermei(D"AviLA -LEVY et al.2006a) e
H. megaseliagSILvA et al.2009) também sdo capazes de interagir com o indesi A.
aegypti. Além disso, foi demonstrado que ocorre o mesmoil paef interacdo entre o
hospedeiro naturaMegaselia scalarise 0A. aegyptiparaH. megaseliaeum forte indicador
gque esse inseto pode ser usado como hospedeiraineep@l na infeccdo com
tripanossomatideos (UEIRA DEMELO et al.2006).

Os resultados desse trabalho corroboram mais umaara o uso deste inseto como
modelo na interacdo coM. samuelpessoauma vez que estes parasitos foram capazes de
colonizar o intestino dé. aegyptipor até oito dias. Assim queAo aegyptifoi confirmado
como um bom modelo experimental para estudos dgaigdio com tripanossomatideos
inferiores, foram realizados ensaios de interag@m promastigotas del. samuelpessoai
previamente tratados com inibidores proteoliticoBLE, tendo sido a interacdo reduzida,
porém nado especificando a atuagéo direta da peosainilar & gp63 nesse processo. Assim,
foram feitos ensaios mais especificos usando aptiscanti-gp63. Esse tratamento levou a
uma significante reducdo na capacidade de adesdpadasitos aos intestinos. Por outro lado,
parasitos tratados com IgG irrelevante aderiraninggstino de forma similar ao controle.
Esses dados sugerem um provavel envolvimento daécofas de gp63 no processo de
ligacdo deH. samuelpessoaiom a parede do intestino ée aegypti No entanto, ndo era
possivel descartar uma possivel inibicdo da inBeragmo resultado de impedimento estérico
do anticorpo. Para minimizar esta questao, outidéatcia do papel da gp63 em intestinos de
inseto foi demonstrada pré-tratando-se os intestiexplantados com a metalopeptidase
purificada (gp63) d€. deanei O tratamento do intestino reduziu a interacagicando que
moléculas similares & gp63 séo relevantes nessege. Foi testado também o efeito da
enzima inativada e da apoenzima para excluir atéspode que a atividade proteolitica da
gp63 tenha degradado receptores e diminuido aagéer no entanto, 0s mesmos resultados
foram observados, sugerindo uma saturacdo dos toeegpdo intestino pela proteina

purificada. Estes resultados de modulagcao da géerantreH. samuelpessoa@ intestinos de



A. aegyptipodem ser sumarizados esquematicamente, como degadmnas figuras 23 e 24
(SANTOS, BRANQUINHA E D'AVILA -LEVY,2006).

Como células dél. samuelpessoado capazes de secretar a proteina similar a gp63
para 0 meio extracelular, a pesquisa dessa moléulsobrenadante da interacdo com 0s
intestinos deA. aegyptise fez relevante. Assim, a andlise por westerttifodessa reacao,
obtida apos 1 h de interacdo, demonstrou um aunmensecrecdo de moléculas similares a
gp63 (cerca de 2 vezes) em comparagdo com parasilasos em meio de cultura. Como
esperado, intestinos isolados ndo apresentam qualgatividade cruzada contra a molécula
de gp63. Do mesmo modo, parasitos pré-tratados td®-fenantrolina e, em seguida,
colocados pra interagir com os intestinos nao forapazes de secretar a molécula, o que se
justifica pelo fato da gp63 ser secretada via plise. Pode-se sugerir, com base nesses
resultados, que a molécula similar a gp63Hlesamuelpessoaiassim como de outros
tripanossomatideos inferioresA(80s, BRANQUINHA E D'AVILA-LEVY,2006), é realmente
relevante na adesdo do parasito ao hospedeirotebvado, e parece ter sua expressao
aumentada quando em contato com 0s intestinostdeeseAtravés da analise de citometria
de fluxo, pode-se confirmar esse fato, uma vez apieélulas que foram recolhidas do
intestino do inseto apds colonizacdo por 6 diard@wm uma maior marcagao com o anticorpo
anti-gp63 quando comparadas as células cultivadaBH.

Uma outra questdo levantada mais recentemente edjzeito a possibilidade de
tripanossomatideos monoxénicos serem capazes @etainfe sobreviver dentro de
hospedeiros mamiferos, incluindo seres humanoso Isgontece em pacientes
imunocomprometidos que ficam vulneraveis a infecgéo tripanossomatideos (ou outros
parasitos) que nem sobrevivem ou ndo sao detecewmoindividuos imunocompetentes
(CHICARRO & ALVAR,2003). Além disso, uma revisdo na literatura r@waltros casos de
infeccdo de mamiferos por tripanossomatideos mamm® (revisto por MGHEE &
CosGROVE1980). Como por exemploANSEN e colaboradores (1988) demonstraram que as
glandulas de cheiro de gambas experimentalmengetatdas suportam o crescimentoGie
deaneipor pelo menos 6 meses. Aléem disso, células ldediss deC. deaneireconhecem 2
polipeptideos no lisado de fibroblastos, indicagde esses tripanossomatideos podem aderir
e invadir com sucesso esse tipo de célular(®oLl et al.2009), corroborando o fato de que
C. deanek H. roitmani(cepas selvagens) podem infectar e sobreviveilgobfastos de pele

de camundongos ARTos et al.2004).



Assim sendo, o estudo da interacdo entre essasdgpomatideos classicamente ndo
patogénicos com hospedeiros vertebrados tornouek®sante. Nesse sentido, usando
macréfagos peritoniais de camumdongos, realizourse modelo de interacdo entig.
samuelpessoa 0 hospedeiro vertebrado. Foi observado querasifies crescidos tanto a 26
guanto a 37°C eram capazes de se associar aosfagasrde forma crescente até o periodo
de 4 horas, sendo muito provavelmente debeladosyzoatividade microbicida depois de 6
até 24 h. Também foi encontrada maior quantidadgp®@ secretada quando os parasitos
entram em contato com os macrofagos, sugerindonmaviz um aumento de expressao dessa
molécula no momento da interacdo. Além disso, foreatizados ensaios de interagdo com
promastigotas dél. samuelpessogireviamente tratados com inibidor de metalopepéda
(1,10-fenantrolina) e anticorpos anti-gp63, e tod@sses moduladores foram capazes de
diminuir a interacdo entre os parasitos e o0 hospedeertebrado, evidenciando sua
importancia também nesse tipo de interacdo. Seguindesmo raciocinio da interagdo com o
hospedeiro invertebrado, foi testado também o natérhento dos macrofagos com a gp63
purificada, que da mesma forma saturou 0s receptoresse caso, as evidéncias eram
maiores, pois ja foi relatado que os macréfagosymrs receptores para fibronectina e a gp63
tem seqUéncias relacionadas a fibronectina que re@onhecidas por esses receptores
(SoTerIADOU et al.;1992). Assim sendo, nesse caso também houve dgémuia interacéo,
comprovando a importancia dessa molécula Hasamuelpessoai

A proximidade evolutiva dél. samuelpessoaiom importantes patdgenos humanos,
inclusive espécies deeishmania(HUGHES & PIONTKIVSKA,2003), € possivelmente refletida
na similaridade de alguns aspectos da maquinatidacebasica destes parasitos. Esses
resultados corroboram que existem similaridadegudimicas e imunoldgicas entre a gp63 de
Leishmaniae a peptidase dd. samuelpessoae isso pode sugerir que esta molécula tenha
sido conservada evolutivamente. Essa € uma eval@ecgue a molécula gp63 é realmente
importante para sobrevivéncia dos tripanossomatideo interior de seus respectivos
hospedeiros invertebrados. No entanto, esta hipdatae exclui o papel desta molécula no

contexto da interacdo com o hospedeiro vertebi@mngp ja demonstrado por varios autores.
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Figura 23: Esquema indicando diferentes sistemas empregadowa @demonstrar um possivel papel
desempenhado pela proteina similar a gpd3nteracéo del. samuelpessoaiom o hospedeiro invertebrado. A
representacdo mostra o tripanossomatideo expressamodEculas similares a gp6@e superficie e outras
proteinas transmembranares ou ancoradas via GRHe&do ao epitélio do intestimo vitro é avaliada em
parasitos nao tratados (controle) e tratados cdntores de metalopeptidase, fosfolipase C (PLCamticorpos
anti-gp63. Esses tratamentos reduzem o nivel defad#evido a remocdo ou inativacdo da proteindasimi
gp63de superficie (adaptado deNS0s, BRANQUINHA & D’AVILA-LEVY,2006).
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Figura 24: Esquema indicando diferentes sistemas empregadoa @emonstrar um possivel papel
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