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Abstract

Abstract

Paracoccidioidomycosis (PCM), caused by the pathogenic fungus
Paracoccidioides brasiliensis (Pb) is a systemic mycosis with severe acute
and chronic forms. Proteases or peptidases are proteolytic enzymes that
occur in all organisms and constitute 1-5% of their genetic contents. These
enzymes are involved in biological processes such as blood clotting, cell
death and tissue differentiation. Several important proteolytic steps occur
during the invasion of metastatic tumors, as well as in the infection of a
large number of viruses and pathogens. To date, a small humber of Pb
proteases were isolated and characterized, also, their activities during the
development of the disease was not determined, and an oligopeptidase
activity was not detected in this fungus.

In the present work, we demonstrated a metallopeptidase thimet
oligopeptidase (TOP)-like activity in the cytosolic extract of Pbl8 yeasts.
Our results shown a major hydrolysis of the fluorescence resonance energy
transfer (FRET) peptide Abz-GFSPFRQ-EDDnp, preferentially cleaved by TOP
from mammals, and the inhibition of the hydrolysis of this peptide by ortho-
phenantrolin and JA-2, selective inhibitors of metalloproteases and TOP,
respectively. The presence of neurolysin- like and neprilysin-like, serine-
peptidases, cysteine-peptidases and angiotensin converting enzyme I was
discarded by analyzing selective FRET peptides and inhibitors.

The higher peptidase activity of cytosolic extracts over the
membrane/cell wall and total yeast lysate preparations may indicate that
this enzyme is localized in the yeast cytosol. The metallo-oligopeptidase
activity was not detected on in vitro culture supernatants, even after

addition of fetal calf serum. However, the peptidase with TOP-like activity of
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P. brasiliensis seems to be secreted in vivo, or released after fungal lysis by
immune factors, since antibodies that can inhibit this enzymatic activity
were found in sera from paracoccidioidomycosis patients, and serum with
highest titer in immunodiffusion contains higher concentrations of enzyme-
specific antibodies.

Bradykinin, an important inflammatory mediator in vivo, is cleaved by
several enzymes from the M3 family. The same fragments observed after
hydrolysis by TOP were observed after cytosolic extract hydrolysis of
bradykinin and the substrate Abz-GFSPFRQ-EDDnp. MIP and bacterial OpdA
hydrolysis of these peptides generate different fragments, and this is an
additional indicator of a major TOP-like activity in P. brasiliensis yeast cells

Bradykinin hydrolysis by the TOP-like metallopeptidase of P.
brasiliensis may occur in inflammatory processes and this suggests that the
enzyme may be involved in the inhibition of a protective anti-fungal
response induction, limiting fungal elimination.

We also observed that the expression of the TOP homologous gene in
P. brasiliensis has almost a two-fold increased in the virulent isolate 18
compared to the non-virulent isolate. Increased hydrolysis of the substrate
Abz-GFSPFRQ-EDDnp was also observed in the most virulent isolate
compared to the non-virulent. The possible correlation between TOP-like
peptidase expression and fungal virulence suggests that this peptidase
could be classified as a fungal virulence factor, however, additional
experiments are needed to confirm this hypothesis. Gp43 expression was
also analyzed in both isolates, and it was observed a thirteen-fold increase
in the expression on the virulent isolate.

In order to better characterize the P. brasiliensis TOP-like activity, we

-iv -
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attempted to obtain the purified recombinant or the native protein, isolated
from fungal lysate. However, we were not successful in the expression of
recombinant proteins and neither on the isolation of the native protein using
chromatographic methods.

Our results suggest the presence of a TOP-like activity in the cytosolic
fraction of P. brasiliensis yeasts. In vivo release of this enzyme after fungal
lysis, or host factors-stimulated secretion, may have a role in inflammation

and development of the disease.
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Resumo

A paracoccidioidomicose (PCM), causada pelo fungo patogénico
Paracoccidioides brasiliensis (Pb), é uma micose sistémica grave com
formas aguda e crbnica. As proteases ou peptidases sdo enzimas
proteoliticas que ocorrem em todos os organismos e correspondem a 1-5%
de seus conteldos genéticos. Estas enzimas estdo envolvidas em processos
bioldgicos essenciais, como a coagulacdo sanguinea, morte celular e
diferenciacdo de tecidos. Varias etapas proteoliticas importantes ocorrem
durante a invasdo metastatica de tumores, assim como no ciclo de infeccdo
de um grande numero de virus e microrganismos patogénicos. Um numero
reduzido de proteases do Pb ja foram isoladas e caracterizadas, tampouco
sua atividade durante o desenvolvimento da doenca foi determinado, e até
o momento, nenhuma atividade oligopeptidasica foi descrita nesse fungo.

No presente trabalho foi demonstrada a presenca de uma atividade
metalo-peptidasica thimet oligopeptidase (TOP)-/ike no extrato citosdlico de
leveduras de P. brasiliensis, isolado 18 (Pb18). Nossos resultados
mostraram a hidrolise do peptideo com supressdao intramolecular de
fluorescéncia Abz-GFSPFRQ-EDDnp pelo extrato citosdlico de leveduras de
P. brasiliensis. Esse substrato é clivado preferencialmente pela TOP de
mamiferos, e corroborando esse resultado, observou-se a inibicdo da
hidrélise desse peptideo por o-fenantrolina e JA-2, inibidores seletivos de
metalo-proteases e TOP, respectivamente. Utilizando-se peptideos e
inibidores seletivos para diferentes proteases, ndo se detectou a presenca
de atividade neurolisina-/ike ou neprilisina-/ike, e também se descartou a
presenca de serino-peptidases, cisteino-peptidases e enzima conversora da

angiotensina I.
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A maior atividade enzimatica do extrato citosdlico sobre os outros
preparados (membrana/parede celular ou lisado total das leveduras) pode
indicar uma localizacdo citosdlica dessa enzima. Nao foi observada a
secrecdo da peptidase no sobrenadante de cultura in vitro, mesmo apos
adicao de soro fetal bovino. Todavia, a peptidase com atividade TOP-/ike de
Pb parece ser secretada in vivo, ou liberada apds lise do fungo por
componentes efetores da resposta imune, uma vez que anticorpos capazes
de inibir a atividade peptidasica sdo encontrados em soros de pacientes com
paracoccidioidomicose, e soros com maior titulo em imunodifusdo contém
maiores concentragdes de anticorpos enzima-especificos.

Vérias enzimas da familia M3 clivam bradicinina, importante mediador
inflamatério in vivo. A hidrélise da bradicinina e do substrato Abz-GFSPFRQ-
EDDnp pelo extrato citosélico de P. brasiliensis, gera os mesmos fragmentos
observados apods clivagem pela TOP de mamiferos, que sdo diferentes dos
gerados pela clivagem com MIP de mamiferos e OpdA bacteriana, sendo
mais um indicador da presenca majoritaria de uma peptidase com atividade
TOP-like em P. brasiliensis. A clivagem da bradicinina pela metalo-
oligopeptidase com atividade TOP-/ike de Pb, poderia ocorrer no sitio
inflamatério e poderia estar envolvida na inibicdo da inducdo de uma
resposta imune protetora contra o fungo, favorecendo a permanéncia do
mesmo no hospedeiro.

Observamos ainda que o gene homélogo de TOP em P. brasiliensis é
quase duas vezes mais expresso no virulento em comparagdao ao nao
virulento. O aumento da hidrdlise do substrato Abz-GFSPFRQ-EDDnp
também foi observado no isolado de maior viruléncia quando comparado ao

de menor viruléncia. A possivel relacdo entre a expressao da metalo-
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oligopeptidase com a viruléncia do fungo sugere que essa peptidase possa
ser classificada como um fator de viruléncia fungica, no entanto
experimentos complementares sdo necessarios para sua confirmacdo. A
expressdo da gp43 também foi analisada no isolado virulento e nao
virulento e observou-se uma expressdao aumentada em até treze vezes no
primeiro.

Para melhor caracterizagdo dessas metalo-oligopeptidases ¢é
necessaria a obtencdo da proteina recombinante, ou da proteina purificada
nativa, isolada do lisado fungico. Ndo obtivemos sucesso na expressdo das
proteinas recombinantes, tampouco no isolamento da peptidase nativa por
métodos cromatograficos.

Nossos resultados sugerem a presenca de uma atividade metalo-
oligopeptidasica TOP-/ike na fracdo citosdlica de leveduras de P. brasiliensis.
Liberacdo in vivo dessa enzima apds a lise de fungos ou secrecao
estimulada por fatores do hospedeiro, pode ter um papel na inflamagao e

desenvolvimento da micose.

- viii -
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1. Introducao

As proteases ou peptidases sao enzimas proteoliticas que ocorrem em
todos os organismos e correspondem a 1-5% de seus conteudos genéticos.
Estas enzimas estdao envolvidas em processos bioldgicos essenciais, como a
coagulacdo sanguinea, morte celular e diferenciacdo de tecidos. Varias
etapas proteoliticas importantes ocorrem durante a invasao metastatica de
tumores, assim como no ciclo de infeccdo de um grande nimero de virus e
microorganismos patogénicos. Estes fatos tornam as proteases um alvo
quimioterapico valioso para o desenvolvimento de novos compostos
farmacéuticos. As enzimas proteoliticas também participam no catabolismo
de proteinas, tanto nas vias degradativas como nas biossintéticas, e na
liberacdo de peptideos hormonais farmaceuticamente ativos a partir de
proteinas precursoras. Certas modificacdes especificas e seletivas de
proteinas durante a ativacdo de enzimas ocorrem via protedlise, que
também colaboram no transporte de proteinas secretérias na membrana.

As proteases tém também uma variedade de aplicacoes
principalmente na indUstria de detergentes e de alimentos. Com os recentes
acordos mundiais para uso de tecnologias nao poluentes, as proteases
comecaram a ser usadas em larga escala no tratamento do couro, em
substituicdo aos compostos tdéxicos e poluentes até entdo usados. Na
indUstria farmacéutica, as proteases sdo usadas em pomadas cicatrizantes e
tém uso potencial para outros medicamentos. As proteases hidrolisam as
proteinas em peptideos e aminoacidos, facilitando a sua absorcdo pelas
células e devido a seu papel despolimerizante, as enzimas extracelulares

tém um papel importante na nutricdo (revisto em Rao et al, 1998).
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Proteases sao encontradas em varios microorganismos, como virus,
bactérias, protozoarios e fungos. A impossibilidade das proteases de plantas
e animais atenderem a demanda mundial de enzimas tem levado a um
interesse cada vez maior pelas proteases de origem microbiana. Os
microorganismos representam uma excelente fonte de proteases devido a
sua grande diversidade bioquimica e facilidade de manipulagdo genética
(revisto em Rao et al, 1998).

Numerosas proteinases sdo produzidas por microrganismos distintos,
dependendo da espécie, ou mesmo por diferentes cepas de uma mesma
espécie. Proteases diferentes também podem ser produzidas pela mesma
cepa, variando as condicdes de cultura (Naglik et al, 2003). As espécies
fungicas oportunistas Candida albicans e C. tropicalis, de importancia
médica, causam infeccoes em pacientes imunocomprometidos, possuem
aspartil-proteases extracelulares, que sdo consideradas seus principais
fatores de viruléncia (Naglik et al, 2003). O virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), agente etiolégico da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS), apresenta também uma aspartil-protease essencial para
o ciclo de vida do retrovirus, e que tem sido um excelente alvo para o
tratamento desta doenca, através do uso de inbidores especificos (Katoh et
al, 1985). Cisteino-proteases sdao muito distribuidas em protozoarios da
familia Trypanosomatidae, assim como as metalo-proteases que foram
descritas em varios géneros como Crithidia, Phytomonas, Herpetomonas,
Trypanosoma, Leishmania e  Endotrypanum. Neste grupo de
microorganismos, estas enzimas estao envolvidas na nutricao, ciclo de vida
e na diferenciacdo morfoldgica destes parasitas (Branquinha et al, 1996).

Trichomonas vaginalis, protozoario flagelado responsavel pela tricomoniase,
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uma das mais comuns doencas sexualmente transmitidas, apresenta
algumas metalo-proteases e uma cisteino-protease que estd envolvida com
0 dano causado pelo parasito no hospedeiro (Alvarez-Sanches et al, 2000).
Os dermatofitos possuem diversas proteases que sdo importantes na
degradacdao da queratina e consequentemente na invasao desses fungos
(Monod, 2008). As proteases possuem um papel importante no ciclo de vida
do parasita da maldria, com interesse nas serino-proteases da familia da
subtilisina produzidas por varias espécies de Plasmodium spp, que podem

estar relacionadas a invasao das hemaceas (Withers-Martinez et al, 2004).

1.1. Classificacdao das peptidases

As enzimas proteoliticas, também chamadas de proteinases,
proteases ou peptidases, sdo capazes de hidrolisar ligacdes peptidicas
constituindo-se em um dos maiores e mais importantes grupos de enzimas.
As peptidases podem ser classificadas de acordo com a reagao catalisada,
com a natureza quimica do sitio catalitico ou pela origem filogenética com
base na estrutura primaria (Barret, 1994). Em seguida, apresentamos as
classificagdes das peptidases:

A) Classificagdo pela reacao de catdlise: sdo enzimas da classe 3, as
hidrolases, e subclasse 3.4, as peptideo-hidrolases ou peptidases. Estas
enzimas constituem uma grande familia (EC 3.4), dividida em
endopeptidases ou proteinases (EC 3.4. 21-99) e exopetidases (EC 3.4.11-
19), de acordo com a posicao da ligagao a ser clivada na cadeia peptidica.

As exopeptidases atuam somente nos finais das cadeias

polipeptidicas, na regiao N ou C terminal. Aquelas que atuam na regido
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amino-terminal livre podem liberar um Unico residuo de aminoacido
(aminopeptidases 3.4.11), um dipeptideo (dipeptidil-peptidases 3.4.14) ou
um tripeptideo (tripeptidil-peptidases 3.4.14). As exopeptidases que atuam
na regido carboxi-terminal livre podem liberar um uGnico aminoacido
(carboxi-peptidases 3.4.16-18) ou um dipeptideo (peptidil-dipeptidases
3.4.15). Algumas exopeptidases sdo especificas para dipeptideos
(dipeptidases 3.4.13) ou removem residuos terminais que sdo substituidos,
ciclizados ou ligados por ligacdes isopeptidicas. LigacOes isopeptidicas sdo
ligacOes peptidicas diferentes daquelas entre uma a-carboxila € um a-amino
grupo, e estes tipos de enzimas sao denominados omega-peptidases
(3.4.19).

As endopeptidases (3.4.21-24) atuam preferencialmente nas regides
internas da cadeia polipeptidica, entre as regides N e C terminal. A presencga
de grupos a-amino ou a-carboxila tem um efeito negativo na atividade da
enzima. As endopeptidases que possuem restricdo quanto ao tamanho do
substrato, hidrolisando apenas polipeptideos menores e ndo proteinas sdo
conhecidas como Oligopeptidases.

B) Classificacdo pela natureza quimica do sitio catalitico: é possivel
classificar estas enzimas em serino-peptidases (3.4.21) que possuem um
residuo de serina diretamente envolvido no processo catalitico, cisteino-
peptidases (3.4.22) que apresentam um residuo de cisteina importante para
a atividade -catalitica, aspartil-peptidases (3.4.23) dependem de dois
residuos de acido aspartico para a atividade catalitica, metalo-peptidases
(3.4.24) que utilizam um ion metalico (geralmente zinco) no mecanismo
catalitico, treonino-peptidases (3.4.25) que precisam de um residuo de

treonina e enzimas com o mecanismo de catalise desconhecido (3.4.99)
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C) Classificacdo pela origem filogenética com base na estrutura
primaria: com a sequéncia de aminoacidos determinada para muitas
peptidases, as semelhancas estruturais dentro de uma familia de peptidases
geralmente refletem semelhancas na funcdo catalitica e outras
propriedades, estendendo essas semelhancas para fungoes bioldgicas.

As peptidases sdo agrupadas em familias e clds. Em uma familia de
peptidases estdo agrupadas as peptidases homdlogas. A homologia é
mostrada pela similaridade na sequéncia de amino &cidos da regido
responsavel pela atividade proteolitica ou similaridade a outra proteina que
ja tenha sido demonstrada como membro da familia. Membros de uma
familia derivam de um ancestral comum. Um cld contém todas as
peptidases atuais que surgiram a partir de um Unico ancestral. Ele
representa uma ou mais familias que mostram evidéncia de sua relacao
evolutiva através de suas estruturas terciarias ou, quando suas estruturas
ainda ndo estdao disponiveis, a similaridade entre as sequencias de
aminoacidos na regido do centro ativo (Rawlings & Barret, 1993; Rawlings

et al, 2008).

1.2. Metalo-peptidases

As metalo-peptidases sdo hidrolases que possuem no sitio ativo um
fon metalico divalente (geralmente Zn?*) indispensdvel para o processo
catalitico, ligado a 3 residuos de aminoacidos. Estdo amplamente
distribuidas em procariotos e eucariotos e sdo classificadas em quatro

grupos baseado na sequencia em torno dos residuos ligantes de zinco: DD-
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carboxipeptidase (HXH), carboxipeptidases (HXXE), zincinas (HEXXH) e
inverzincinas (HXXEH) (Miyoshi & Shinoda, 2000).

As metalo-peptidases estdao subdivididas em aproximadamente 50
familias e sao enzimas que apresentam alto grau de conservagao na
sequéncia de aminoacidos da regiao responsavel pela atividade proteolitica.
Aproximadamente metade das familias compreende enzimas contendo o
motivo HEXXH, caracteristico da superfamilia das zincinas. Dois dos trés
ligantes do ion Zn®* estdo no motivo HEXXH, podendo ser os aminodcidos
His, Glu, Asp e Lys. Ha& ainda um terceiro ligante importante para a
atividade enzimatica, um residuo de acido glutémico localizado de 18 a 72
residuos apods este motivo, que pode ter um papel eletrofilico (Barrett,
1994).

As metalo-peptidases estdo divididas em 15 clas denominados MA,
MC, MD, ME, MF, MG, MH, MJ, MK, MM, MN, MO, MP, MQ e M-. O clad MA é
constituido de um sub-cld que inclue o extinto clda MB (Rawlings et al,
2008). A familia M3 das metalopeptidases, pertencente ao cld MA, subcla E
[MA(E)], é constituida pela thimet oligopeptidase (TOP), neurolisina, MIP
(mitochondrial intermediate peptidase), oligopeptidase A, dipeptidil
carboxidipeptidase (Dcp) e também por oligopeptidases flingicas, como a
sacarolisina, a oligopeptidase MepB, e oligopeptidases bacterianas, como
oligopeptidases F e PepB, entre outras (Rawlings et al, 2008).

A presenca de oligopeptidases metal-dependentes em praticamente
todas as células estudadas parece indicar uma importante fungao intrinseca
dessas enzimas. Em Escherichia coli, Paschoalin et al (2005) identificaram
uma enzima com capacidade hidrolitica equivalente a thimet oligopeptidase

e neurolisina que foi descrita como oligopeptidase A (OpdA)
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Proteinas sdao degradadas nas células de mamiferos principalmente
através do sistema ubiquitina-proteasoma o qual gera uma série de
fragmentos de aproximadamente 2-25 aminodacidos. Esses fragmentos
devem ser completamente metabolizados ou utilizados pelas células, como
por exemplo na apresentacdao peptidica em complexos de
histocompatibilidade. Fragmentos ndo metabolizados podem ser téxicos
para as células, uma vez que estes pequenos peptideos podem ser
mediadores de respostas bioldgicas, interferindo em uma série de reacoes
enzimaticas, como por exemplo, aquelas envolvidas no ciclo celular e
biossintese de precursores. Portanto, a degradacdo desses fragmentos é
fundamental para a sobrevida da célula. Oligopeptidases, as quais podem
ser encontradas no citoplasma, nucleo e organelas, podem ter um papel
fundamental neste processo de degradacao, gerando peptideos menores,
alvos de degradacao por amino e carboxipeptidases. Logo, € possivel que a
inativacao das oligopeptidases celulares venha a inviabilizar as células, pelo
acumulo intracelular de peptideos potencialmente téxicos (York et al, 2003;
Saric et al, 2004; Ferro et al, 2004; Cunha et al, 2008).

A seguir, descrevemos as enzimas desta familia envolvidas na

presente tese.
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1.2.1. Thimet oligopeptidase (TOP, EC 3.4.24.15) e neurolisina (NEL,

EC 3.4.24.16).

A thimet oligopeptidase (TOP, thiol-sensitive metallopeptidase) é uma
peptidase primariamente citosdlica, tiol-dependente com aproximadamente
78 kDa, inicialmente descrita em animais superiores, capaz de clivar
peptideos de 6-17 aminodacidos (Barret & Rawlings, 1995; Rawlings et al,
2008). Foi descrita pela primeira vez em cérebro de coelho (Camargo et al,
1973) e posteriormente identificada em inumeros tecidos de aves e
mamiferos sendo provavel a sua presenca em outros organismos (Tisljar,
1993).

A TOP estd presente em diferentes localizagbes subcelulares
dependendo da célula. Apesar de primariamente citosdlica, foram descritas
formas secretadas da enzima (Jeske et al, 2004; Ferro et al, 1999; Garrido
et al., 1999), associadas a membrana plasmatica (Crack et al, 1999; Jeske
et al., 2003; Fontenele-Neto et al, 2001) e ao nucleo (Healy & Orlowski,
1992; Fontenele-Neto et al, 2001; Massarelli et al, 1999). Consistente com
essa ampla distribuicdo tecidual e subcelular, a TOP estd envolvida em uma
variedade de fungles fisiolégicas (Ray et al, 2004). A enzima estd
relacionada com o metabolismo de peptideos bioativos no sistema nervoso
central e periférico, incluindo neurotensina, bradicinina, somatostatina,
opidides, angiotensina I, encefalina e luliberina (Chu & Orlowski, 1985;
Lasdun & Orlowski, 1989; Molineaux & Ayala, 1990; Dando et al., 1993;
Schriefer et al, 1993; Yang et al., 1994; Wu et al., 1997; Lew et al., 1997).

Cunha et al (2008) mostraram que TOP é fisiologicamente importante

na degradacdo de peptideos intracelulares que auxiliam no controle da
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transducdo do sinal de GPCR (receptor acoplado a proteina G). Em algumas
condicbes patolégicas, uma mudanca significativa na composicao dos
peptideos intracelulares pode alterar a homeostase celular. Alguns
peptideos intracelulares podem mimetizar o sitio de ligacdo de proteinas e
interferir na sinalizacdo intracelular (Burns-Hamuro et al, 2003) ou modular
a atividade enzimatica atuando como inibidores competitivos (Fruitier-
Arnaudin et al, 2002).

Uma grande atividade de TOP é observada na fracao solluvel do
citoplasma de varias células, onde se verificou seu envolvimento na
degradacdao de peptideos provenientes do proteassoma, além de limitar o
numero de peptideos para apresentacao via MHC classe I. Foi verificado que
a inibicado de TOP com siRNA (small interfering RNA) aumenta a
apresentacao de peptideos antigénicos (York et al, 2003; Saric et al, 2004).

A TOP e a neurolisina sdao capazes de hidrolisar bradicinina (Rioli et
al, 1998). A bradicinina € um nonapeptideo (RPPGFSPFR) capaz de induzir
inflamagao promovendo vasodilatagao, aumento da permeabilidade vascular
e dor. O peptideo é gerado pela acdo de calicreinas a partir do cininogénio
(Del Rosso et al, 2008, revisao).

Aliberti et al (2003) relataram que bradicinina induz a produgao de
IL-12 por células dendriticas. Essa citocina estimula a polarizacdo da
resposta imune para Thl. No caso do P. brasiliensis, a producao, eventual
secrecdo ou liberacdo de enzimas TOP-/ike apds lise, poderia impedir tal
efeito da bradicinina, constituindo-se em um mecanismo pré-fangico
importante.

A neurolisina foi inicialmente descrita em cérebro de rato e

caracterizada por sua capacidade de degradar a neurotensina (NT -
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pELYENKPRRPYIL), um peptideo biologicamente ativo presente no sistema
nervoso central (Checler et al, 1995;Barelli et al, 1993). Também é capaz
de hidrolisar diversos peptideos biologicamente ativos como bradicinina e
dinorfina A 1-8 e esta distribuida em diversos tecidos de mamiferos como
cérebro, rim e figado (Dauch et al, 1992). A determinacdo da estrutura
tridimensional da neurolisina pode confirmar a seletividade desta enzima
por substratos de no maximo 17 aminoacidos (Brown et al, 2001), assim
como observado para a TOP.

TOP e neurolisina possuem aproximadamente 60% de similaridade e
clivam a maioria dos peptideos bioativos e sintéticos (Barret et al, 1995;
Checler et al, 1995), sendo dificil a sua distincdo. Apesar de apresentarem
especificidades semelhantes, alguns substratos sdo clivados em diferentes
sitios por TOP e neurolisina (Barrett et al., 1995; Rioli et al., 1998; Vincent
et al., 1995; Camargo et al., 1997; Oliveira et al., 2001a e 2001b). Por
exemplo, a neurotensina, é clivada pela TOP entre Arg-Arg gerando NT;5 e
NTs.13 € neurolisina hidrolisa entre Pro-Tyr, gerando NT;.;0 € NTy;-13. Estudos
com enzimas recombinantes ou purificadas e substratos sintéticos e
bibliotecas de inibidores revelaram sutis diferencas na especificidade da
neurolisina em relagao a TOP (Lew et al., 2000; Jiracek et al., 1995 e
1996). A bradicinina é clivada por ambas em Phe-Ser (Rioli et al, 1998).

A distingdo entre as duas enzimas também pode ser feita pelo uso de
inibidores. A neurolisina é inibida pelo dipeptideo Pro-Ile, que é pouco ativo
na inibicdo da TOP (Dauch et al, 1991) enquanto que o JA-2 (N-[1-(R,S)-
carboxy-3-phenylpropyl]-Ala-Aib-Tyr-p-aminobenzoate) € um inibidor

seletivo para a TOP (Shrimpton et al, 2000).

-10 -
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A cristalizacdo de TOP e da neurolisina (Brown et al., 2001; Ray et
al., 2004), mostram que ambas possuem quase o0 mesmo dobramento
global, com um desvio de 1,19 A guando as enzimas sdo sobrepostas.
Ambas possuem o seu sitio ativo ao fundo de um canal estreito e profundo,
explicando a sua especificidade por pequenos peptideos com menos do que
17 residuos de aminoacidos; acredita-se entdao que todos integrantes da
subfamilia M3 possuam esse mesmo tipo de sitio (Brown et al, 2001).

A clivagem da neurotensina em diferentes pontos pela TOP e
neurolisina pode ser explicada comparando-se o potencial eletrostatico do
fundo do canal das duas enzimas. A superficie do piso proximo a abertura
final do canal na TOP é fortemente eletronegativa, promovendo uma ligacdo
da neurotensina com as duas argininas adjacentes deslocadas em direcao a
abertura final do canal a fim de otimizar interacdes eletrostaticas. Na
neurolisina, por sua vez, existem muitos pontos basicos, deslocando o sitio
de ligacao da neurotensina em direcao ao final fechado do canal para
minimizar repulsdo eletrostatica entre a enzima e os residuos bdsicos do

peptideo (Ray et al, 2004).

1.2.2. Neprilisina (NEP, 3.4.24.11)

A endopeptidase neutra (NEP, EC 3.4. 24.11) é uma zinco metalo-
peptidase ligada a membrana de varias células. A NEP esta presente em
cérebro de mamiferos e devido a sua agao sobre as encefalinas a enzima é
também denominada “encefalinase”. Foi demonstrado o envolvimento da
NEP na inativacdo de outros neuropeptideos, tais como as dinorfinas,

endorfinas e neurotensina. Além disso, a NEP hidrolisa de maneira eficaz a

-11 -
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bradicinina, o fator natriurético do atrio, angiotensinas I e II e substancia P.
(Roques et al., 1993; Koehne et al. 1998).

Em 2001, Iwata et al. mostraram que a NEP estd envolvida na
degradacao do peptideo B-amildide que é um metabdlito fisioldgico presente
no cérebro e cujo acumulo leva ao desenvolvimento da Doenca de
Alzheimer. Esta descoberta tornou ainda maior o interesse no estudo da
enzima e na definicdo de suas reais fungoes fisioldgicas (revisto por Turner,
2003).

A NEP tem semelhangcas com endopeptidases bacterianas em termos
de especificidade, tal como a termolisina. No entanto, a NEP prefere
peptideos pequenos, (menores do que 15 aminodacidos) e devido a presencga
de um residuo de Arg no centro ativo, direciona o sitio de clivagem para
extremidade C-terminal do peptideo. A enzima tem uma clara preferéncia
por residuos hidrofébicos em P1’ sendo Leu e Phe os amino acidos
preferidos nesta posicdo (Pozsgay et al., 1986). A atividade endopeptidasica
da enzima foi bem estudada, entretanto sua atividade como
carboxipeptidase ainda nao foi caracterizada.

Devido a importancia farmacolégica da NEP e ao interesse no
desenvolvimento de inibidores, esta enzima foi a primeira desta classe de
peptidases a ter a sua estrutura tridimensional descrita (Oefner et al.,

2000).

1.2.3. Sacarolisina (EC 3.4.24.37)

A sacarolisina foi inicialmente descrita em Saccharomyces cerevisiae

e apresenta alta similaridade com a thimet oligopeptidase de mamifero,

-12 -



Introducdo

além da capacidade de degradar substratos também clivados pela TOP.
Sacarolisina cliva bradicinina entre Phe-Ser e, em contraste com a TOP, sua
atividade nao é afetada por DTT, N-ethilmaleimida, acido iodoacético ou
iodoacetamina, sugerindo que ela ndo é uma metalo-peptidase tiol-
dependente (Hrycyna & Clark, 1993).

A saccharolisina é uma proteina de cadeia Unica, constituida por 712
aminoacidos com uma massa molecular de aproximadamente 81,8 kDa,
apresentando sequéncia proteica similar a MepB oligopeptidase de
Aspergillus fumigatus, TOP e neurolisina (Blchler et al, 1994; Ibrahim-
Granet & d’Enfert, 1997). A principal regidao de similaridade ocorre na
proximidade do motivo His-Glu-Leu-Gly-His (HELGH) na posicdao 501 e
Asp-Phe-Val-Glu-Ala-Pro (NFVQAP) na posicao 528, que corresponde a dois
motivos encontrados em termolisina e que contribuem para a atividade
catalitica pela ligacao do zinco aos dois residuos de His e ao residuo de Glu
(Buchler et al, 1994; Ibrahim-Granet & d’Enfert, 1997).

A sua localizacdo é primariamente citosolica, entretanto uma pequena
atividade (3-5%) foi observada no espago intermembranas da mitocondria.
O Saccharomyces cerevisiae mutante para o gene da sacarolisina nao
apresenta atividade citoplasmatica e nem mitocondrial e seu fenétipo ndo é
alterado, indicando que a sacarolisina ndo é uma enzima envolvida em
processos proteoliticos essenciais ao fungo. No entanto, o acumulo de
peptideos observados no mutante, indica que a sacarolisina é a
oligopeptidase intracelular mais importante, responsavel pela degradacao
de peptideos de protedlise ndo vacuolar (Blichler et al, 1994).

Uma caracteristica da sacarolisina é nao ser tiol-dependente, uma

caracteristica compartilhada com a neurolisina. Isto pode estar relacionado

-13 -
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com o pequeno numero de cisteinas presentes na sacarolisina (4 residuos),
em contraste com a thimet oligopeptidase (14 residuos) (Barrett et al,

2004).

1.2.4. Peptidase intermediaria de mitocondria (MIP, EC 3.4.24.59)

A peptidase intermedidria de mitocondria foi caracterizada pela
primeira vez em mitocondrias de figado de rato (Kalousek et al, 1988) e
também foi descrita em S. cerevisiae (Isaya et al, 1994), Schizophillum
commune (Isaya et al, 1995), e no homem (Chew et al, 1997). A MIP
humana apresenta 92% de identidade com a MIP de rato e 54% de
identidade com a MIP de S. cerevisiae. Todas as MIPs identificadas
apresentam um tamanho aproximado de 75 kDa, com o motivo conservado
(HEXXH); sao codificadas por genes nucleares e transportadas para a
mitocondria apds sintese (Chew et al, 2000).

A MIP é a principal enzima mitocondrial que cliva proteinas de
tamanhos intermediarios, inicialmente processadas por MPPs - peptidases
processadoras de mitocondria (Isaya et al, 1991). A MIP remove 8 residuos
do N-terminal do fragmento recém-formado pela acdo das MPPs (Gavel et
al, 1990; Isaya et al, 1991; Kalousek et al, 1988; Branda & Isaya, 1995).
Chew e colaboradores (1997) relataram que ambas as MIPs, humana e
fungica, estdo primariamente envolvidas na maturacdo de proteinas
relacionadas a fosforilacdo oxidativa (OXPHOS). A MIP é diferencialmente
expressa nos tecidos humanos. Coracdo, musculo esquelético e pancreas
apresentam aumento de expressao, e esses trés o6rgaos sao

frequentemente afetados em doencas relacionadas a OXPHOS.
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Em um estudo recente, a bradicinina e peptideos fluorogénicos
derivados de bradicinina (Abz-RPPGFSPFRQ-EDDnp e Abz-GFSPFRQ-EDDnp)
foram utilizados para verificar a especificidade de hMIP (Marcondes et al,
2009). A hMIP hidrolisou a bradicinina entre Phe-Ser, mesmo ponto de
clivagem descrito anteriormente para MIP, TOP e NEL (Rawlings et al, 2008;
Oliveira et al, 2001a e 2001b). A hidrdlise dos peptideos fluorogénicos
derivados de bradicinina por hMIP ocorreu entre Phe-Ser, enquanto TOP e
NEL clivam esses substratos entre Pro-Phe (Marcondes et al, 2009). A
bradicinina e os substratos fluorogénicos derivados de bradicinina podem,
portanto, ser utilizados para diferenciar essas metalopeptidases. Ainda nao
foram identificados inibidores especificos para essa enzima (Marcondes et

al, 2009)
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1.3. Paracoccidioides brasiliensis e paracoccidioidomicose

O Paracoccidioides brasiliensis ¢ um fungo dimodrfico que causa no
homem a paracoccidioidomicose (PCM) e foi inicialmente descrito por Lutz
em 1908. Conidios formados na fase miceliana agem como propagulos
infecciosos apds inalacdo e fixacdo nos alvéolos pulmonares. O fungo sofre
entdo uma transformacao termo-dependente dando origem a leveduras que
causam a doenca (Brummer et al, 1993). Atualmente o P. brasiliensis é
classificado como Eukaryota, do reino Fungi, sub-reino Dikarya, filo
Ascomycota, sub-filo Pezizomycotina, classe Eurotiomycetes, sub-classe
Eurotiomycetidae, ordem Onygenales, género Paracoccidioides, espécie
brasiliensis (Taxonomy ID: 121759 NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/taxonomyhome.html).

A PCM distribui-se em regides tropicais e subtropicais da América
Latina, desde o México, até a Argentina. E uma doenca endémica no Brasil
atingindo principalmente trabalhadores rurais, afetando suas atividades
normais (Lacaz et al, 2002). No Brasil, as taxas de mortalidade das micoses
sistémicas mostram que elas sdo a décima causa de morte mais comum
entre as doengas infecciosas e parasitarias. Entre 1996 e 2006, a PCM foi
responsavel por aproximadamente metade do numero de mortes
relacionadas a micoses sistémicas, sendo que os Estados de SP e PR
apresentaram as maiores taxas de mortalidade, com indices decrescentes
em relagao ao primeiro e ultimo periodo da década estudada (Prado et al,
2009).

Embora ainda nao completamente definido, a PCM ndo é uma doenca

transmitida de homem a homem. A ocorréncia de casos entre familiares é
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um evento raro (Londero & Ramos 1972). Esta micose profunda ou
sistémica apresenta varias formas de manifestacdao clinica e patoldgica,
abrangendo desde formas benignas e localizadas a formas severas e
disseminadas (Lacaz et al, 2002). A doenca é caracterizada por uma
infeccdo granulomatosa crénica e na forma multifocal, ha o envolvimento de
varios 6rgaos. A regressao da lesdo é geralmente acompanhada de fibrose
residual (Mendes-Gianini et al, 2000; Miyoshi & Shinoda, 2000).

Ha duas formas clinicas principais da PCM: a forma aguda ou sub-
aguda (tipo juvenil) e a forma crénica (tipo mais comum em adulto),
embora tanto a apresentagdo clinica como o curso da doenga varie de
paciente para paciente (Brummer et al, 1993; Franco, 1994).

A forma crbnica da paracoccidioidomicose, que é responsavel por
mais de 90% dos casos, principalmente nos individuos do sexo masculino,
progride lentamente e pode demorar meses ou anos para se desenvolver
plenamente, caracterizando uma doenca cronica. A PCM crbnica atinge
principalmente os pulmdes, levando a uma significativa morbidade devido a
insuficiéncia grave da fungdo pulmonar. Posteriormente, a doenca pode se
disseminar para outros 6rgdos e tecidos, formando lesdes secundarias nas
membranas mucosas, pele, ganglios linfaticos e glandulas supra-renais. Em
contrapartida, o tipo de PCM juvenil ou aguda, que se desenvolve em um
periodo muito curto, é mais grave, levando a taxas significativas de
mortalidade  devidas principalmente a hipertrofia do sistema
reticuloendotelial. Independentemente dos 6rgaos envolvidos, as lesdoes na
PCM apods tratamento cicatrizam geralmente por fibrose, com a formacdo de
lesdes fibroticas, que podem interferir permanentemente com o bem-estar

do paciente (Borges-Walmsley et al, 2002).
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A principal defesa do hospedeiro contra o P. brasiliensis é a resposta
mediada por células, com formacao de granulomas. O granuloma
caracteristico da PCM é composto de células gigantes epitelidides, podendo
ser observados polimorfonucleares (PMN) préoximos aos fungos. Ao redor
das células epitelidides ha um halo de células mononucleares (Franco,
1987). Em pacientes com formas menos graves da doenca, a resposta
imune induz a formacdao de granulomas compactos contendo numero
reduzido de células fungicas. Pacientes com formas mais graves da doencga
frequentemente apresentam granuloma frouxo, com um influxo celular com
capacidade reduzida de combater o fungo, que tende a se desenvolver em
grande numero. Entre os dois extremos ocorrem diferentes manifestacoes
clinicas e imunoldgicas (Benard et al, 1994).

Calich e colaboradores (2008) revisaram o papel da imunidade inata
na infeccdo por P. brasiliensis. O macréfago é a principal célula de defesa
contra o fungo e o P. brasiliensis é capaz de se multiplicar dentro de
macréfagos peritoniais e pulmonares. Macroéfagos ativados por IFN-y sdo
fungicidas (Brummer et al 1988 e 1989). PMNs humanos e murinos
apresentam atividade antifungica, que aumenta sob ativacdo de GM-CSF e
IFN-y ou IL-1B, mas nao TNF-a ou IL-8 (Kurita et al, 2000; Kurita et al,
2005). A acao do TNF-a como ativador de macréfagos € controversa, pois
contrariamente ao resultado anterior, foi observado que TNF-oa estimula
mais a eliminagao de P. brasiliensis por macrofagos do que IFN-y (Soares et
al, 2001). Foi observado também que mondcitos humanos ativados por
TNF-a recombinante mostraram uma atividade fungicida significante para o
P. brasiliensis, com direta associacao entre a morte intracelular do fungo e a

producdo de H,0, pelas células ativadas (Carmo et al, 2006).
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O oxido nitrico (NO), liberado por macréfagos ativados, também esta
envolvido na imunosupressao de células T durante a infeccdo assim como
na morte do P. brasiliensis. Oxido nitrico derivado de NO sintase é essencial
para a resisténcia a paracoccidioidomicose, mas a sua superproducao esta
associada a susceptibilidade (Nascimento et al, 2002).

A infeccdo com o P. brasiliensis também induz uma resposta imune
adaptativa fungo-especifica. Taborda et al (1998) demonstraram que a
resposta imune protetora contra o P. brasiliensis é dependente de IFN-y, e
essa citocina é principalmente produzida por linfécitos T-CD4*, responsivos
a gp43 ou ao peptideo P10, como descrito adiante. A indugdo de linfocitos T
protetores depende da apresentacao de peptideos especificos por células
dendriticas, associada a presenca de estimulos que induzam a produgao de
interleucinas do tipo Thl, como IL-12 e IFN-y, por essas células. Na
evolucdo natural da paracoccidioidomicose em camundongos B10.A,
sensiveis a doenca, as células dendriticas sdo estimuladas a produzir
interleucinas do tipo Th2, como IL-10, e expressam baixos niveis de
moléculas coestimulatérias, o que impede a indugao de uma resposta imune
protetora capaz de eliminar completamente a doenca (Ferreira et al, 2007).
Ja foi demonstrado que a gp43 inibe a expressdao de moléculas de MHC
classe II na superficie de células dendriticas, e também inibe a secrecdo de
IL-12 por essas células (Ferreira & Almeida, 2006). A producao de diversos
fatores pelo fungo que impecam a estimulacdo correta das células
dendriticas no sitio inflamatério da doenca pode explicar parcialmente a
reduzida eficiéncia da resposta imune anti-fungica e o estabelecimento da

infeccdo no hospedeiro susceptivel.
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A gp43, uma glicoproteina de 43 kDa descrita por Puccia e
colaboradores (1986), ¢é o principal componente antigénico da
paracoccidioidomicose e é reconhecida por anticorpos de pacientes com a
doenca ativa (Puccia & Travassos, 1991; Camargo et al, 1994). Esta
glicoproteina foi clonada e sequenciada em 1996 por Cisalpino e
colaboradores, e é constituida por 416 aminoacidos. A gp43 é uma molécula
com similaridade as exo-1,3-B-glucanases flngicas, no entanto em um dos
sitios cataliticos conservados para atividade de glucanase houve
substituicdo de um aminoacido, modificando a sequéncia Asn-Glu-Pro para
Asn-Lys-Pro, o que pode explicar a perda da atividade enzimatica da gp43.
Ela possui uma cadeia oligossacaridica “high mannose” N-ligada (Almeida et
al, 1996).

A gp43 é a molécula mais bem estudada do fungo, todavia seu papel
no desenvolvimento da doenca ainda é controverso. Ja foi observado que
gp43 ligada a laminina aumenta a invasao fungica e destruicdo de tecidos
no modelo de infecgdo testicular de hamster (Vicentini et al, 1994) e esta
mesma associagao causa uma diminuicao da patogenicidade do fungo no
modelo pulmonar (Andre et al, 2004).

Anticorpos monoclonais contra a gp43 interferiram na patogenicidade
fungica in vivo inibindo ou aumentando a formagdo de granulomas e a
destruicdo tecidual pelas leveduras de P. brasiliensis ligadas a laminina,
dependendo da especificidade do anticorpo (Gesztezi et al, 1996).
Curiosamente, foi demonstrado que alguns, mas ndo todos, anticorpos
monoclonais contra a gp43 reduziram a carga fungica dos animais apds
administracdo passiva, antes e depois da inoculacdo intratraqueal ou

intravenosa do fungo. O mAb 3E, o mais eficiente para a reducao da carga
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fungica, aumentou a fagocitose das leveduras pelos macréfagos, levando a
um aumento da producdao de éxido nitrico (NO) por essas células e a um
aumento de IFN-y no pulmao dos animais infectados e tratados. O peptideo
NHVRIPIGWAYV foi determinado como o sitio de ligacdo do mAb 3E a gp43,
podendo ser utilizado como um candidato ao desenvolvimento de uma
vacina fungica (Buissa-