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RESUMO

DETERMINACAO DA RELEVANCIA DA CRUZIPAINA NA INTERACAO DE
TRYPANOSOMA CRUZI COM RHODNIUS PROLIXUS

Livia Almeida Uehara

DISSERTACAO DE MESTRADO

A cruzipaina é a cisteina peptidase mais abundante do Trypanosoma cruzi, o qual € o agente
etioldgico da doenca de Chagas. A cruzipaina é um importante fator de viruléncia do T. cruzi
envolvida em varias etapas cruciais na interagdo com celulas de mamiferos. Essa enzima é
expressa em niveis variaveis em todas as formas evolutivas e cepas do parasito, sendo
abundantemente expressa nas formas epimastigotas, encontradas apenas no inseto vetor. Esse
dado nos levou a investigar se a cruzipaina poderia estar envolvida na interacdo do T. cruzi
com celulas do hospedeiro invertebrado. Para tal, foram analisados os efeitos do pré-
tratamento do T. cruzi com um painel de diferentes inibidores de cisteina peptidases ou
anticorpos anti-cruzipaina na adesdo do parasito ao epitélio intestinal médio posterior
dissecado de Rhodnius prolixus. Paralelamente, foi analisado o indice de adesdo ao epitélio do
T. cruzi que superexpressa a chagasina (pCHAG), um inibidor enddgeno da cruzipaina. A
taxa de adesdo dos parasitos tratados com os inibidores de cisteina peptidase (iodoacetamida,
leupeptina, antipaina ou E-64 a 10 uM, ou cistatina a 1 pg/mL) foi em média 70% inferior em
comparagdo aos parasitos ndo tratados, com excecdo do Ca074me (um inibidor de catepsina
B) que ndo mostrou alteracdo significativa. O tratamento de parasitos com a cistatina
apresentou um efeito dose-dependente sobre a taxa de adesdo em relacdo aos parasitos néo
tratados. Além disso, o tratamento de epimastigotas com anticorpos anti-cruzipaina (1:1000)
induziu uma reducdo significativa de 64% na adesdo. Os parasitos pCHAG apresentaram
baixa capacidade de ligacdo ao epitélio intestinal dissecado de R. prolixus, enquanto o pTEX (
plasmideo sem o gene inserido) ndo apresentou mudancas significativas na taxa de adesdo em
relacdo ao controle. Nos também comparamos a habilidade de varios isolados de T. cruzi na
adesdo ao intestino do R. prolixus. A cepa G, que naturalmente apresenta baixissimos niveis
de cruzipaina ativa, apresentou baixa capacidade de interacdo em comparacdo as cepas
Dm28c, Y e CL Brener. Os intestinos pré-tratados com cruzipaina ativa ndo produziram uma
reducdo significativa no indice de adesdo as células epiteliais do inseto vetor em relacéo ao
controle indicando que o envolvimento da cruzipaina no processo de interacdo é independente
de interacdo ligante-receptor. A cruzipaina ativa na concentracdo de 1,5 pg/pL restaurou
parcialmente (30%) o nivel de adesdo do T. cruzi pPCHAG ao epitélio intestinal dissecado de
R. prolixus em relacdo a parasitos pPCHAG. Ensaios de colonizagdo in vivo revelaram que
parasitos pCHAG sdo virtualmente incapazes de colonizar a ampola retal de R. prolixus. Além
disso, a expressdo da cruzipaina em células de T. cruzi teve um aumento drastico apos a
passagem em R. prolixus. Coletivamente, nossos resultados sugerem que a cruzipaina
participa ativamente da interacdo entre T. cruzi e células epiteliais do hospedeiro
invertebrado, atraveés de um mecansimo distinto ao de ligante-receptor.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF CRUZIPAIN RELEVANCE IN THE INTERACTION OF
TRYPANOSOMA CRUZI WITH RHODNIUS PROLIXUS

Livia Almeida Uehara

DISSERTACAO DE MESTRADO

Cruzipain is the most abundant cysteine peptidase of Trypanosoma cruzi, which is the
causative agent of Chagas’ disease. The cruzipain is an important virulence factor of T. cruzi,
involved in several crucial steps in the interaction with mammalian cells. This enzyme is
expressed at variable levels in all developmental forms and strains of the parasite, being
abundantly expressed in epimastigotes forms, found only in the insect vector. This finding led
us to investigate whether cruzipain could be involved in the interaction of T. cruzi with
invertebrate host cells. To this end, we have analyzed the effects of the treatment of T. cruzi
with a panel of different cysteine peptidase inhibitors or anti-cruzipain antibodies on the
parasite adhesion to Rhodnius prolixus posterior dissected midgut. In parallel, we have
analyzed the adhesion rate of T. cruzi that superexpresses chagasin () CHAG), an endogenous
cruzipain inhibitor. The adhesion rate of parasites treated with cysteine peptidase inhibitors
(iodoacetamide, leupeptin, antipain or E-64 at 10 puM or cystatin at 1 pg/mL) was, in average,
70% lower compared to untreated parasites, except for Ca074me (an inhibitor of cathepsin B)
that showed no significant change. Parasites treated with cystatin showed a dose-dependent
effect. Furthermore, epimastigotes treated with anti-cruzipain (1:1000) presented a significant
reduction of 64% in adhesion. pCHAG parasites showed low ability to bind to intestinal
epithelium. We also compared the ability of several T. cruzi isolates to adhere to R. prolixus.
The G strain, which naturally possesses low levels of active cruzipain, adhered to a lesser
extent in comparison to Dm28c, Y and CL Brener strains. The intestines pre-treated with
active cruzipain did not produce a significant reduction in the adhesion rate to epithelial cells
of the insect vector as compared to control, suggesting that the involvement of cruzipain in
the interaction process is independent of a ligant-receptor interaction. The active cruzipain at
1,5 pg/pL partially restored (30%) the adherence level of T. cruzi pCHAG to Rhodnius
prolixus posterior dissected midgut in comparsion to pCHAG parasites. In vivo infection
assays, revealed that pPCHAG parasites were virtually unable to colonize R. prolixus rectum.
Furthermore, the expression of surface cruzipain in T. cruzi cells was drastically enhanced
after the passage in R. prolixus. Collectively, these results suggest that cruzipain mediates
actively the interaction between T. cruzi and epithelial cells of the invertebrate host through a
distint mechanism of the ligant-receptor.
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I. INTRODUCAO

1. A Familia Trypanosomatidae

A familia Trypanosomatidae, classificada na ordem Kinetoplastida, compreende um
grande numero de parasitos monoflagelados eucariotos. Os microrganismos desta familia
possuem caracteristicas peculiares como a presenca de mitocéndria Unica, ramificada que se
estende por todo o corpo celular. Esta organela contém uma regido especializada da matriz
mitocondrial, proxima a base flagelar, o cinetoplasto, onde 0 DNA estd compactado. O DNA
mitocondrial ou DNA do cinetoplasto (k-DNA) consiste de uma rede de moléculas de DNA
circular dupla-fita, concatenadas uma as outras. Esta rede de KDNA é composta por moléculas
circulares, consistindo de milhares de minicirculos (5.000 a 10.000 cdpias por célula) e um
pequeno nimero de maxicirculos (25 a 50 copias por célula) ( SIMPSON, 1987).

A familia Trypanosomatidae apresenta alta relevancia médica e econémica, uma vez
gue agrupa agentes etioldgicos de diversas doencas parasitarias humanas de grande impacto
social (DE SOUZA, 2002). Além do Trypanosoma cruzi, modelo de estudo desse trabalho,
causador da doenca de Chagas, neste grupo taxondmico, também sdo encontradas outras
espécies do género Trypanosoma, como o T. brucei causador da doenca do sono na Africa
(tripanossomiase humana africana), além de espécies do género Leishmania causadoras de

leishmanioses tegumentar e visceral (Calazar) (REY, 2008).
2. Trypanosoma cruzi e doenca de Chagas

A doenca de Chagas, identificada em 1909 por Carlos Chagas, é causada pelo
protozodrio flagelado T. cruzi (CHAGAS, 1909). De maneira notavel, ele descreveu uma
nova doenca humana, o protozoario que a causava e 0 inseto que a transmitia, um hematofago
popularmente conhecido como “barbeiro”, muito comum no interior das casas de pau-a-pique
tipicas das areas rurais do Brasil. Chagas foi o primeiro cientista a apontar a importancia
socio-econdmica da doenga no pais. Além disso, fundou as bases da pesquisa bésica realizada
em todo o século XX até os dias atuais, essencial no entendimento das interacdes parasito-
hospedeiro (KROPF, 2009).

Atualmente, a doenca de Chagas circunscrita @ América Latina continua sendo um
problema de salde publica nessa &rea sendo considerada uma das doencas tropicais

negligenciadas causadas por protozoarios, junto com a tripanossomiase africana e a
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leishmaniose (BOUTAYEB et al., 2007). A doenca de Chagas é amplamente distribuida na
América Latina e recentemente, devido a migracdo populacional, diversos paises da Europa e
EUA, assim como Japdo e Australia, apresentaram casos de infec¢do (KIRCHHOFF, 1993;
KIRCHHOFF et al., 2006; GARRAUD et al., 2007; KIRCHHOFF & PEARSON, 2007;
SCHMUNIS, 2007). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2008), as doencas
tropicais negligenciadas afetam mais de 1 bilhdo de individuos em todo o mundo causando
aproximadamente 500.000 mortes anuais. A maior parte dos doentes, que vivem em situagoes
de extrema pobreza, encontra-se coinfectada com mais de um patégeno (REDDY et al.,
2007).

O impacto das mortes provocadas pela doenga de Chagas pode ser claramente
visualizado nos mapas apresentados nas figuras 1 e 2. A figura 1 mostra a populacéo total por
paises ao passo que a figura 2 mostra a dimenséo dos territorios demarcados de acordo com a
proporcdo do nimero absoluto da mortalidade provocada por essa doenca, segundo a WHO
no ano de 2002. Nesse ano, a doenca de Chagas representou 0,03% da mortalidade mundial.
A estimativa mais recente indica uma prevaléncia da infeccdo humana de cerca de 12 milhdes
de casos e cerca de 28 milhdes de pessoas sob o risco de infeccdo (DIAS et al., 2008b). A
doenca de Chagas tem sido reportada como uma infec¢éo oportunista em pacientes infectados
com HIV (CORDOVA et al, 2008; RIVERA et al., 2004). Um novo problema
epidemioldgico, econdmico, social e politico surgiu pela internacionalizacdo da doenca de
Chagas causada pelas migracdes legais e ilegais de individuos latino-americanos oriundos de
regibes endémicas para diversas regides do mundo nao endémicas, como América do Norte,
oeste do Oceano Pacifico e mais recentemente a Europa (COURA & VINAS, 2010). Essa
disseminacdo representa um risco para a saude publica mundial e revela a necessidade da
intensificacdo dos esforcos no sentido de ampliar a informacéo e aplicacdo de medidas mais
rigidas de controle e vigilancia da doenca de Chagas nos paises de origem e de destino
(COURA & VINAS, 2010).



Figura 1. Mapa com a distribuicdo da populacdo mundial em 2002. Os tamanhos dos
territérios representados sao distorcidos de acordo com a propor¢do relativa da populacédo
mundial que vive nessas areas em 2002. Extraido de:[http:// www.worldmapper.com].

Acessado em 20 de abril de 2010.

Figura 2. Mortalidade causada pela doenca de Chagas em 2002. Os tamanhos dos territorios
representados sdo distorcidos de acordo com a proporcéo do nimero absoluto da mortalidade
provocada por essa doenca em 2002. Extraido de:[http:// www.worldmapper.com]. Acessado

em 20 de abril de 2010.



A transmissdo do T. cruzi em humanos ocorre através da picada do inseto hematofago
da familia Reduviidae, quando formas infectantes do parasito sdo depositadas pelas fezes na
pele do hospedeiro. Apesar desta ser a principal via de transmissdo nas areas endémicas, o T.
cruzi pode ser transmitido para 0 homem por outros mecanismos como: transfusao de sangue,
transplante de 6rgdos, acidentes de laboratorio e hospitalar, transmissdo oral e congénita
através da placenta ou canal do parto (DIAS et al., 2008a; FERREIRA & AVILA, 2001).
Atualmente, a transmissdo vetorial € ainda responsavel por mais de 70% dos casos em paises
que ndo dispdem de um controle vetorial sistematico. Por sua vez, a transmissao transfusional
pode ocorrer em mais de 20% dos casos em paises onde ndo ha um controle rigido sobre os
bancos de sangue como ocorre na Bolivia. O fenbmeno da migracdo rural em direcdo aos
centros urbanos fez surgir a transmissdo por transfusdo sanguinea no Brasil, sendo que cerca
de 70% dos individuos infectados estdo vivendo nas cidades (DIAS, 2007). A transmissdo
congénita exibe grande variacdo regional, de 0.5-10% dos casos em lugares como Chile,
Bolivia e Paraguai (COURA & DIAS, 2009). No Brasil, a prevaléncia da infec¢do por T.
cruzi em gestantes se encontra na faixa entre 0,3 a 33% (GONTIJO et al., 2009), justificando
a pesquisa da infeccdo pelo T. cruzi nos exames pré-natais e em recém-nascidos filhos de
mées infectadas. Por fim, a transmissao oral tornou-se evidente devido aos casos de infec¢do
humana por ingestéo de alimentos contaminados com a forma infectante do parasito, estando
geralmente relacionada a presenca de vetores e/ou reservatérios infectados nas imediaces do
evento. Diversos casos de doenca aguda tém sido detectados no pais como 0s surtos por
ingestdo de alimentos (NEVES DA SILVA et al., 1968), de cana de acucar (SHIKANAI-
YASUDA et al., 1991), agua (DIAS et al., 2008a) e suco de acai (DA SILVA VALENTE,
VALENTE & FRAIHA NETO, 1999) contaminados com T. cruzi. Atualmente, a transmissao
oral em humanos pode ser considerada endémica na Regido da Amazonia (FRAIHA et al.,
1995; VALENTE, VALENTE & FRAIHA NETO, 1999; JUNQUEIRA et al., 2005; PINTO
et al., 2008).

Epidemiologicamente podem ser considerados trés ciclos de transmisséo vetorial do T.
cruzi. O ciclo de maior importancia é o doméstico, ja que perpetua a infeccdo nos seres
humanos. No ciclo silvestre, participam triatomineos que, uma vez contaminados, infectam
roedores, marsupiais e outros animais silvestres. O terceiro ciclo é o peridomestico, do qual
participam roedores, marsupiais, gatos e cées que entram e saem das residéncias, e 0s insetos
silvestres atraidos as casas pela disponibilidade de alimento. Esse ciclo serve de ligacdo entre
os ciclos doméstico e silvestre (REY, 2008). Mais de 130 espécies de triatomineos
representam potenciais vetores de T. cruzi. No Brasil, 52 espécies tém sido descritas, mas

somente 5 espécies possuem particular importancia na transmissdo da doenga por serem
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domiciliadas: Triatoma infestans, Pangstrongylus megistus, T. brasiliensis, T. pseudomacu-
lata e T. sordida (COURA & DIAS, 2009). No Brasil, no ano de 2006, a Intergovernment
Commission of the Southern Cone Initiative Against Chagas Disease (Comissdo
Intergovernamental do Cone Sul) declarou formalmente o pais como sendo livre de
transmissdo domiciliar pelo T. infestans, principal vetor do T. cruzi no pais. Essa espécie
também foi eliminada no Chile e Uruguai. Apo6s o controle do T. infestans, novas espécies,
estdo se adaptando ao ambiente doméstico (SCHOFIELD et al., 1999), como P. megistus e
Rhodnius prolixus (REY, 2008; VILLELA et al., 2009).

3. Ciclodevidado T. cruzi

O parasita T. cruzi possui trés estagios principais de desenvolvimento ao longo do seu
ciclo biologico: formas tripomastigotas sanguicolas e amastigotas, encontrados no hospedeiro
vertebrado, e formas epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos no hospedeiro invertebrado
(REY, 2008). Estas diferentes formas evolutivas sdo definidas pelo aspecto geral da célula, a
posicdo do cinetoplasto em relagdo ao nucleo e a regido de emersdo do flagelo. As formas
amastigotas possuem formato arredondado e um pequeno flagelo ndo visivel em microscopia
Optica convencional; as formas epimastigotas possuem o corpo celular alongado e séo capazes
de divisdo, assim como o0s amastigotas, possuindo o cinetoplasto localizado anterior ao
nacleo. As formas tripomastigotas metaciclicos e sanguicolas tém o cinetoplasto localizado
posteriormente ao nucleo sendo estas formas incapazes de divisdo (Figura 3) (revisto por DE
SOUZA, 2002). A alternancia entre um hospedeiro invertebrado e outro vertebrado ao longo
do ciclo evolutivo classifica o parasita T. cruzi como heteroxénico. Como 0s ambientes
apresentados ao parasito sdo muito diferentes em suas caracteristicas fisico-quimicas, este
desenvolveu ao longo da evolucdo estratégias que o habilitaram a lidar com essas diferencas.
Muitas caracteristicas do parasito como morfologia, ciclos metabolicos, expressdo
diferenciada de moléculas internas e de superficie, capacidade de infec¢do, de multiplicacéo,
entre outras, devem ser adequadas a cada novo ambiente.

O flagelo de T. cruzi tem estrutura e composicdo peculiares, que o torna muito
importante para alguns aspectos da biologia do protozoario. Além do movimento celular, uma
funcdo importante seria a adesdo ao epitélio do trato digestivo do inseto, 0 que € um passo
essencial na diferenciacdo de epimastigotas para tripomastigotas metaciclicos (ZELEDON et
al., 1984).
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Figura 3. Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi. A. Amastigota. B. Epimastigota. C.
Tripomastigota (Retirado de DE SOUZA, 2002).

O ciclo bioldgico no hospedeiro invertebrado inicia quando o inseto vetor se alimenta
do sangue de um hospedeiro vertebrado infectado. Neste processo, formas tripomastigotas
sanguicolas presentes na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado sdo ingeridas pelo
inseto e constituem uma populacdo heterogénea constituida de duas morfologias basicas, as
quais sdo geralmente descritas como delgadas ou largas e menos de 10% de formas
amastigotas. (TYLER & ENGMAN, 2001) (Figura 4). Quando chegam ao estdmago (ou
intestino médio anterior) do inseto, as formas tripomastigotas sanguicolas transformam-se em
formas arredondadas com flagelo livre, geralmente referida como esferomastigota e
subsequentemente em epimastigotas. As formas epimastigotas colonizam o intestino médio
posterior, onde se multiplicam repetidamente por divisdo binaria, aderindo as células
intestinais através dos hemidesmosomas (ZELEDON et al., 1997). No reto, certa proporcao
de epimastigotas diferencia-se em tripomastigotas metaciclicos, pela adesdo por
hidrofobicidade a cuticula cerosa que recobre a parede desta regido, num processo

denominado metaciclogénese. Uma vez completada a diferenciacdo, os tripomastigotas



metaciclicos se soltam da cuticula, podendo ser eliminados na urina ou fezes do inseto em seu
préximo repasto sanguineo.

Os parasitos depositados na pele do hospedeiro vertebrado podem ter acesso as células
do sangue e posteriormente aos demais tecidos do hospedeiro, através de lesdo preexistente na
pele ou de lesdo ocorrida durante a picada do inseto (Figura 4) (revisto por KOLLIEN &
SCHAUB, 2000; revisto por DE SOUZA, 2008).

A
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Figura 4. Representacdo esquematica do ciclo biolégico do T. cruzi dentro do inseto vetor. O
triatomineo se alimenta de sangue infectado com formas tripomastigotas sanguicolas de um
hospedeiro vetebrado, que se diferenciam em epimastigotas e alguns esferomastigotas no
estobmago (A). No intestino, as formas epimastigotas se multiplicam (B) aumentando a
populacéo dos parasitos. Na ampola retal, os epimastigotas se diferenciam em tripomastigotas
metaciclicos que sdo eliminados pelas fezes e urina do inseto vetor (Retirado de GARCIA et
al., 2007).



4. Peptidases

As peptidases, proteases ou peptideo-hidrolases (E.C. 3.4), sdo enzimas de ocorréncia
geral que estdo presentes tanto em eucariotos quanto em procariotos, cuja funcdo basica €
catalizar a degradacdo de ligacdes peptidicas em proteinas ou fragmentos protéicos, tendo
participagdo importante em inimeros processos biolégicos (BARRETT, RAWLINGS &
O’BRIEN, 2001). As peptidases sdo agrupadas em distintos clas e superfamilias, de acordo
com semelhancas estruturais e funcionais (BARRET, RAWLINGS & WOESSNER, 2004).

Essas enzimas desempenham papéis fundamentais em quase todos os fenémenos
bioldgicos e compreendem cerca de 2% do total de proteinas presentes em todos os tipos de
organismos. Estima-se que sem esses catalizadores bioldgicos, as reacfes de hidrélise
poderiam levar centenas de anos. Dado o seu papel fundamental na biologia dos organismos e
gracas a existéncia de varios inibidores naturais das peptidases, varias dessas enzimas sao de
importancia médica, com algumas sendo utilizadas como alvo quimioterdpico. Anos de
andlises bioquimicas tém perimtido o que permitiu a descricdo detalhada do seu mecanismo
de catalise, especificidade por substratos e correlacao entre estrutura e fungdo. Provavelmente,
sabe-se mais sobre a bioquimica e estrutura das peptidases do que de qualquer outra familia
de enzimas (Revisto por MCKERROW et al., 2008).

Em geral, as peptidases sdo classificadas com base em trés critérios principais: tipo de
reacdo catalisada; natureza quimica do sitio catalitico e as relagbes evolutivas relacionadas
com aspectos estruturais como sequéncia de aminoacidos e estrutura da proteina (BARRETT,
RAWLINGS & O’BRIEN, 2001). Em relacdo a este Ultimo critério, o sequenciamento
completo do genoma de diversos microrganismos, levou a uma modernizagdo do sistema de
classificacdo das peptidases, pela necessidade de abranger o diversificado repertorio catalitico
encontrado na natureza, e de catalogar e sistematizar a grande quantidade de informacéo
produzida ao longo dos anos, particularmente na ultima década (PAGE & DI CERA, 2008).
Dessa forma, foi criado o sistema MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk), que agrupa as
enzimas em familias de acordo com a homologia na sequéncia de aminoacidos. Por sua vez, as
familias de mesma origem ancestral sdo agrupadas em clds. Este tipo de informacdo €
determinado pela estrutura terciaria das enzimas (BARRETT, TOLLE & RAWLINGS, 2003).

Quanto ao tipo de reacdo catalisada, as peptidases sdo classificadas de acordo com a
posicdo da ligagdo peptidica a ser clivada na cadeia polipeptidica (BOND & BUTLER, 1987).
Por este critério, as peptidases sdo divididas em endopeptidases, que degradam ligacGes
peptidicas internas do substrato, e exopeptidases, que degradam ligacdes peptidicas nas

extremidades amino- ou carboxi- terminal, sendo subdivididas em aminopeptidases e carboxi
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peptidases (revisto por HOOPER, 2002). As aminoproteases podem liberar um unico residuo
de aminoéacido (aminopeptidase), um dipeptideo (dipeptidases) ou um tripeptideo (tripeptideo-
peptidases). As carboxipeptidases atuam na porcdo C-terminal da cadeia peptidica e liberam
um Unico aminoacido ou um dipeptideo (RAO et al., 1998). De acordo com a natureza
quimica do sitio catalitico, as peptidases podem ser também classificadas em seis grandes
classes: aspartico-, cisteina-, glutdmico-, metalo-, serina- e treonina- peptidases (Figura 5) (XU
et al.,, 2008). Algumas peptidases ndo se encaixam nestas grandes classes e formam a
subclasse 3.4.99, de mecanismo catalitico desconhecido (BARRETT, RAWLINGS &
O’BRIEN, 2001).

Peptidases
exopeptidases endopeptidases
carboxipeptidases serina peptidases
cisteina peptidases
Nﬁwmﬂ aspirtico peptidases

glutdamico peptidases
treonina peptidases
metalo peptidases

NHM@ COOH i
NH; COOH

aminopeptidases

Tripeptideo-peptidases
dipeptidases \\
aminopeptidases=

H,N

carboxipeptidases
endopeptidases peptidilpeptidases E"‘""COOH ]

dipeptidases

Figura 5. Esquema de classificacdo das proteases quanto ao tipo de reacdo catalisada e a
natureza quimica do sitio ativo (adaptado de BOND & BUTLER, 1987).

5. A cruzipaina

As peptidases podem exercer papéis relevantes na patogénese de inimeras doencas
parasitarias, tendo participacdo especial durante a ligacdo e penetracdo de protozoarios
parasitas nos tecidos e nas células hospedeiras (MCKERROW, 1989; MCKERROW et al.,

1993; 2006). Além disso, as peptidases também podem servir como modelo de estudo tanto
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da evolucdo quanto da funcdo dessas enzimas em geral, por meio de comparaces da
sequéncia de amino&cidos, estruturas tridimensionais e mudancgas bioquimicas do mecanismo
de acdo como reposta as novas mudangas ao longo da evolucdo (RAWLINGS, MORTON &
BARRET, 2006; COOMBS & MOTTRAM, 1997; RAO et al., 1998).

Das seis classes de peptidases, as metalo- e as cisteina-peptidases sdo as mais
comumente detectadas nos tripanossomatideos (BRANQUINHA et al., 1996; SANTOS,
A.LS. et al., 2005). As cisteina peptidases ja foram detectadas em muitas espécies de
protozoarios patogénicos da familia Trypanosomatidae e representam moléculas importantes
para o ciclo de vida dos parasitos assim como para a interacdo com o hospedeiro vertebrado,
além de estarem envolvidas em processamento de proteinas para fins nutricionais
(ROSENTHAL, 1999). Enzimas classicas deste grupo incluem varias catepsinas lisossomais
de mamiferos, proteases citossolicas ativadas por célcio (calpainas) e proteases de origem
vegetal, como papaina e actinidina, dentre outros (BARRET & RAWLING, 1991).

A papaina (do mamao papaia) é o0 membro mais bem estudado e, portanto o protétipo
da classe das cisteina peptidases, que se caracteriza pela inibicdo por compostos que
apresentam um grupo tiol bastante reativo, como o E-64 [L-trans-epoxisuccinilleucilamido (4-
guanidino)-butano] (BARRET & RAWLING, 1991). Seu sitio ativo é composto por cisteina
(Cys25), histidina (His159) e asparagina (Asnl175) — numeracdo da papaina — e, durante a
catalise, forma-se um intermediario tiol-éster. Assim como as serina-peptidases, as cisteina-

peptidases formam complexos enzimaticos covalentes durante a reacdo de catalise.

A cisteina peptidase mais abundante do T. cruzi é a cruzipaina, cruzaina, ou gp57/51
(SCHARFSTEIN et al., 1986, BONTEMPI, MARTINEZ & CAZZULO, 1989; CAZZULO et
al., 1989; 1990, EAKIN et al., 1992; 1993), definida como uma glicoproteina monomérica de
aproximadamente 60 kDa pertencente a familia das papainas (CAZZULO et al., 1989;
MURTA et al., 1990). A seqgiiéncia primaria da cruzipaina, assim como as cisteinas peptidases
de mamiferos, é formada por uma cadeia polipeptidica Unica, sintetizada sob a forma de pré-
pro-proteina. Estas enzimas sdo produzidas sob formas precursoras, compostas de um
peptideo sinal, um pré-peptideo (~10kDa), um dominio catalitico central onde esta contida a
triade catalitica- Cys25, His159 e Asnl75- e uma longa extensdo C-terminal (CT), altamente
glicosilada, rica em residuos de treonina e/ou prolina. Essa extensdo C- terminal é tipica de
peptidases de tripanosomatideos, podendo ser encontrada em T. cruzi, T. brucei e algumas
espécies de Leishmania. Entretanto, esse dominio ndo é essencial para a atividade enzimatica
dessas enzimas (COOMBS & MOTTRAM, 1997).
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Esta enzima possui homologia com a catepsina L de mamiferos e esta associada
principalmente ao sistema endocitico/lisossomal e reservossomas em epimastigotas (MURTA
et al., 1990; SOUTO-PADRON et al., 1990; SOARES, SOUTO-PADRON & DE SOUZA,
1992), podendo também estar presente na superficie de amastigotas e epimastigotas e na bolsa
flagelar das trés formas evolutivas (SOUTO-PADRON et al., 1990).

Embora niveis comparaveis de RNA mensageiro da cruzipaina estejam presentes em
todos os estagios de desenvolvimento do parasito, os niveis e atividade dessa peptidase sdo
aproximadamente dez vezes maiores em epimastigotas, o estadgio do parasito encontrado no
inseto vetor, sugerindo assim, a regulacdo nos niveis pds-transcricionais (EAKIN et al., 1992;
TOMAS & KELLY, 1996).

A clonagem e o sequenciamento dos genes que codificam a cruzipaina revelaram que
esta enzima faz parte de uma familia polimorfica, tendo como consequéncia a expressdo de
diferentes iso-enzimas. Sendo assim, essa enzima € um complexo de isoformas, cuja
heterogeneidade provavelmente resulta da expressdo simultanea de diversas copias génicas
que apresentam um pequeno numero de substituicdo de aminoacidos (LIMA et al., 1994;
MOTTRAM et al., 1997).

Dentre as funcdes atribuidas a cruzipaina, destacamos: sobrevivéncia e multiplicacéo
dentro da celula hospedeira (MEIRELLES et al., 1992; SANTOS, C.C. et al., 2005),
participacdo na diferenciacdo desse parasito (BONALDO et al., 1991; TOMAS & KELLY
1996; SANTOS, C.C. et al., 2005), degradacdo proteica, invasdo celular (SOUTO-PADRON
et al., 1990; MEIRELLES et al., 1992; HARTH et al., 1993; SCHARFSTEIN et al., 2000;
APARICIO, SCHARFSTEIN & LIMA, 2004; SANTOS, C.C. et al., 2005), escape do sistema
imune e autoimunidade (GRUPPI, CERBAN & VOTTERO-CIMA, 1997; TARLETON,
2003; GIRONES, CUERVO & FRESNO, 2005).

A participacdo da atividade de peptidases no mecanismo de infeccdo das células do
hospedeiro mamifero pelo T. cruzi € bem documentada. A cruzipaina esta envolvida na
invasdo de celulas hospedeiras por tripomastigotas, através de duas vias distintas: uma
envolvendo o receptor de bradicinina de subtipo B2R enquanto a outra é definida como sendo
receptor independente (SOUTO-PADRON et al., 1990; MEIRELLES et al., 1992; HARTH et
al., 1993; SCHARFSTEIN et al., 2000; APARICIO, SCHARFSTEIN & LIMA, 2004). A
cruzipaina, secretada pelo parasito, cliva o cininogénio (substratos naturais da cruzipaina e
precursores da bradicinina) gerando cininas, as quais se ligam a receptores de bradicinina
(B2R), para estimular a liberagdo de célcio (SCHARFSTEIN et al., 2000). Este efeito é

aumentado na presenca de heparan sulfato (LIMA et al., 2002). As cininas atuam sobre
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diferentes mecanismos fisioldgicos, incluindo o controle da pressdo arterial, contracdo de
masculo liso ou relaxamento, permeabilidade vascular e mecanismo de transmissdo da dor
(FERREIRA et al., 2002). Tradicionalmente categorizados como moduladores da inflamacéo
aguda, mais recentemente, esses peptideos sdo reconhecidos em geral como moduladores da
homeostase vascular (BHOOLA et al.,, 1992; SCHMAIER, 2004). Nesse contexto foi
demonstrado que formas tripomastigotas de T. cruzi sinalizam e invadem células
(cardiomidcitos e células endoteliais) que expressam receptores de bradicinina. Foi observado
que a cruzipaina € uma molécula importante também na invasdo do T. cruzi, em células que
ndo expressam receptores para bradicinina (APARICIO, SCHARFSTEIN & LIMA, 2004),
sugerindo que a cruzipaina cliva um outro substrato ndo identificado, que também induz
liberacdo de calcio.

Naturalmente, a cruzipaina ndo é a unica molécula envolvida na invasao de células
hospedeiras e diversas outras moléculas interferem na sinalizacdo da célula hospedeira por
diferentes mecanismos, gerando transientes de célcio e favorecendo a invasao celular, como
por exemplo, as glicoproteinas da superfamilia das transialidases, expressas na superficie de
tripomastigotas (YOSHIDA, 2006).

Estudos utilizando parasitos transfectados que superexpressavam a cruzipaina
reveleram um aumento na taxa de metaciclogénese desses parasitos geneticamente
modificados, indicando um possivel papel da cruzipaina no processo de diferenciacdo do T.
cruzi da forma epimastigota para a tripomastigota metaciclica (TOMAS, MILES & KELLY,
1997).

A resposta cruzada ja foi observada entre a miosina e antigenos do T. cruzi, como a
cruzipaina. Camundongos ndo infectados e imunizados com a cruzipaina do T. cruzi
apresentam auto-anticorpos contra a miosina cardiaca e esquelética, deposicdo de 1gG e outras
alteracdes cardiacas (GIORDANENGO et al., 2000), que podem ser responsaveis por muitos
dos eventos patoldgicos observados na doenca de Chagas. Além disso, conhece-se também a
capacidade da cruzipaina na degradacdo da imunoglobulina G, assim como na inativagdo de
componentes responsaveis pela ativagdo da cascata do sistema complemento (revisto por
CAZZULO, STOKA & TURK, 1997), destacando sua participagcdo no escape do sistema
imune do hospedeiro vertebrado.

Devido ao fato dessa enzima participar de inumeras funcdes bioldgicas importantes na
interacdo com ceélulas de mamiferos, a cruzipaina tem emergido como alvo promissor para o
desenvolvimento de inibidores como drogas anti-parasitarias (MCKERROW, MCGRATH &
ENGEL, 1995; MCGRATH et al., 1995). Uma droga candidata K777, inibidor da cruzipaina,
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da classe das vinil sulfonas, ja se encontra em fase de investigagdes pré-clinicas. Estudos com
essa droga tém bloqueado a infecgéo do T. cruzi em modelos de infeccdo aguda e ndo aguda
em camundongos além de amenizar danos cardiacos em cachorros (revisto por MCKERROW
et al., 2009). Estes dados ilustram claramente porque a cruzipaina € extremamente estudada,
porém, o foco sempre esteve voltado para sua relevancia na interacdo com o hospedeiro
vertebrado em funcéo da real possibilidade de desenhar drogas eficazes. No entanto, esta
molécula é abundantemente expressa pela forma epimastigota do parasito, infectiva apenas
para o inseto vetor. Este dado nos levou a questionar se a cruzipaina poderia estar envolvida

com a interacao do T. cruzi com células do hospedeiro invertebrado.

6. Chagasina — o inibidor natural da cruzipaina

Ao longo dos anos, diversos estudos foram desenvolvidos no intuito de entender
melhor os processos celulares que estariam envolvidos na degradacdo de proteinas e no
mecanismo de regulagdo da atividade proteolitica das enzimas. Este controle enzimético é
feito normalmente por ativacdo de pré-enzimas, regulacdo na expressao e secrecdo, por
degradacdo especifica de enzimas maduras, ou por bloqueio da atividade proteolitica por
inibidores enddgenos (DUBIN, 2005; RZYCHON, CHMIEL & STEC-NIEMCZYK, 2004).
A primeira evidéncia da presenca de inibidores naturais de cisteina peptidase foi descrita em
ensaios bioguimicos realizados em extratos de L. mexicana, T. brucei, Tritrichomonas foetus
e Toxoplasma gondii. Porém, a molécula em Leishmania responsavel por esta fungcdo nunca
foi caracterizada (IRVINE, COOMBS & NORTH, 1992).

Em T. cruzi, existe um potente inibidor endégeno da cruzipaina, a chagasina,
destacando os mecanismos enddgenos de regulacdo de protedlise (Figura 6). A chagasina é
um inibidor natural reversivel, de alta-afinidade, de cisteina peptidases da superfamilia da
papaina, sendo um polipeptideo de cadeia Unica com 110 residuos de aminoacidos. Essa
proteina também possui propriedades fisico-quimicas semelhantes as cistatinas como
resisténcia a fervura e com massa molecular de cerca de 12 kDa. Ensaios bioquimicos
utilizando a chagasina purificada e/ou recombinante revelaram que ela é um potente inibidor
capaz de se ligar ndo sO a cruzipaina, mas também a outros membros da superfamilia da
papaina (MONTEIRO et al., 2001). A chagasina nao tem similaridade de sequéncia primaria
com outros inibidores de cisteina peptidases descritos em mamiferos (cistatinas) e em plantas
e representa o protdtipo de uma nova familia de inibidores de enzimas do tipo papaina
(classificada como clan IX, familia 142 na base de dados do MEROPS).
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Niveis variados da chagasina sdo expressos de acordo com os diferentes estagios do
parasito, sendo mais abundantes na forma infectiva (tripomastigota) e muito reduzidos em
epimastigota, o oposto é observado para o acimulo de cruzipaina ativa (MONTEIRO et al.,
2001). Estudos ultra-estruturais revelaram que a chagasina e a cruzipaina co-localizam no
complexo de Golgi e nos reservossomos nas formas epimastigotas, reforcando a idéia de
regulacdo da atividade da cruzipaina pelo protozoario (SANTOS, C.C. et al., 2005). De fato, a
inducdo da superexpressdo do gene da chagasina suprime a atividade da cruzipaina, e o
parasito com este fenétipo cresce em meio de cultivo a uma taxa mais baixa, e € menos
infectivo para as células do hospedeiro vertebrado (SANTOS, C.C. et al., 2005). Além disso,
as formas epimastigotas que superexpressam a chagasina também reduzem em 70% sua
diferenciacdo para as formas tripomastigotas metaciclicas em relacdo ao parasito selvagem
destacando a importancia da chagasina na regulacao da diferenciacdo do parasito (SANTOS,
C.C.etal., 2005).

Cruzipaina complexada com chagasina

Figura 6. Residuos cataliticos sdo mostrados como esferas e bastdes: Cisl47 em
amarelo, His284 em roxo e Asn 304 em rosa. O inibidor complexado a cruzipaina (chagasina)
estd representado em cinza, associado as esferas e bastdes. Extraido de:

http://merops.sanger.ac.uk/cgi-bin/structure?mid=C01.075.
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7. Rhodnius prolixus

O R. prolixus é um inseto exclusivamente hemat6fago pertencente & ordem hemiptera,
familia Reduviidae, subfamilia Triatominae (LENT 1948; LENT & JURBERG, 1969;
CARCAVALLO et al., 1998). Este triatomineo compreende a espécie mais estudada dessa
subfamilia, tendo proporcionado grande nimero de dados para o conhecimento da fisiologia
dos insetos (WIGGLESWORTH, 1972).

Essa espécie estd amplamente distribuida pelas Américas Central e do Sul e é
apontada como a principal transmissora da doenca de Chagas no norte da América do Sul,
principalmente na Colombia e Venezuela (LEHANE & MSANGI, 1991; LENT, 1999). Na
Venezuela, esta espécie € encontrada em cerca de 90% da populacdo de triatomineos
capturados dentro das casas, principalmente em tetos de palha, em regides de até 2000 m
acima do nivel do mar (REY, 2008).

O ciclo de vida do R. prolixus compreende as fases de ovo, cinco estadios de ninfa e
adulto, cujo desenvolvimento ocorre através de metamorfose incompleta. A cada estadio, o
inseto sofre um processo conhecido como muda ou ecdise que consiste na troca do
exoesqueleto antigo por um novo (CARCAVALLO et al., 1997; WIGGLESWORTH, 1972).
O inseto se alimenta exclusivamente de sangue em todas as fases de seu ciclo evolutivo,
exceto na fase de ovo bastando apenas um repasto sanguineo saturante para ocorrer a ecdise
ou ovipostura (GARCIA et al., 1975).

No ambiente silvestre, R. prolixus faz uso de marsupiais e roedores, como fonte de
alimento. No ambiente domiciliar, o triatomineo alimenta-se principalmente de sangue
humano, embora utilize também, como fonte alimentar, cdes e gatos e chega a ingerir de 10 a
12 vezes 0 seu peso, em sangue. A fonte sanguinea pode influenciar o seu metabolismo
(FRIEND, 1965; VALLE et al., 1987). O desenvolvimento adequado estd diretamente
relacionado a temperatura ideal (em média 27 a 30 °C). AlteracGes na temperatura ambiental
podem acarretar anormalidades morfolégicas e até mesmo a morte do inseto (AZAMBUJA et
al., 1991).

Estes insetos sdo excelentes modelos experimentais para estudos bioquimicos,
fisioldgicos, celulares e moleculares, pois apresentam facilidade de manuseio, sdo pequenos e
a massa e 0 numero de individuos disponiveis para ensaios experimentais sdo relativamente
grandes. Além disso, a maioria das espécies de Rhodnius se reproduz facilmente e muitos
apresentam ainda o ciclo de vida curto. Em laboratorio, em condi¢gdes controladas de
temperatura e umidade constantes de 28 °C e 75% de umidade relativa, respectivamente,

tornou-se bastante facilitada a manutencéo de colonias de R. prolixus pelo fato desta espécie
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em aceitar a alimentacdo em um aparato artificial de alimentacdo descrito por Garcia et al.
(1984).

8. Ainteracdo do T. cruzi com o inseto vetor

A maior parte dos insetos possui uma estrutura anatémica, a membrana peritrofica,
composta de quitina e proteinas (peritrofinas), que separa o alimento do epitélio do intestino
médio além de delimitar dois espagos luminais, o espaco endoperitréfico e o espaco
ectoperitréfico, onde acontecem o0s eventos hidroliticos (PETERS, 1992; SHAO,
DEVENPORT & JACOBS-LORENA, 2001).

Por ndo possuirem membrana peritréfica verdadeira, os hemipteros desenvolveram um
sistema de membranas bastante peculiar, composto de uma delicada camada lipoproteica que
é denominada de membranas perimicrovilares, ou simplesmente PMM (TERRA, 1988). Na
superficie apical do epitélio do intestino médio dos insetos hemat6fagos, as PMM sdo
estruturas que recobrem a membrana plasméatica dos microvilos das células epiteliais
(ANDRIES & TORPIER, 1982), os interligam e o0s projetam em direcdo ao lumen
(BILLINGSLEY & DOWNE, 1986a, GUTIERREZ & BURGOS, 1978; LANE &
HARRISON, 1979). A membrana perimicrovilar e a membrana microvilar limitam um
espaco fechado, o espaco perimicrovilar (TERRA, 1988; FERREIRA et al., 1988).

Essas membranas perimicrovilares sdo produzidas continuamente no intestino médio
(LANE & HARRINSON, 1979; SILVA et al., 1995). Estudos anteriores demonstraram que as
PMM atingem o méximo de desenvolvimento em torno do 10° dia ap6s alimentacdo em T.
infestans e R. prolixus (BILLINGSLEY & DOWNE, 1983; GUTIERREZ & BURGOS, 1978;
NOGUEIRA et al., 1997). Apos esse tempo, as PMM comegam a degenerar e sdo excretadas
junto com as fezes durante a proxima alimentacdo do triatomineo (BILLINGSLEY &
DOWNE 1983; 1985). Em R. prolixus, ela esta presente desde os estdgios de ninfa em
insetos alimentados ou ndo. Isso demonstra que essa € uma estrutura permanente e de grande
importdncia para a digestdo e barreira de protecdo contra agressfes e presenca de
microorganismos nesses insetos (LANE & HARRISON, 1979), além de servir como protecdo
as células epiteliais intestinais, uma vez que as separa do contetdo intestinal
(WIGGLESWORTH, 1972). A PMM pode compartimentalizar o processo digestivo das
moléculas oriundas das diferentes etapas de digestdo em HeterOpteros superiores com
digestdo luminal, como faz a membrana peritrofica em espécies de insetos de outras ordens
como Lepidoptera e Diptera (TERRA, 1990; TERRA & FERREIRA, 1994). A PMM também
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é importante na imobilizacdo de enzimas numa grande area para evitar a excrecdo peritrofica
(CRISTOFOLLETTI et al., 2003).

Os eventos hidroliticos ocorrem em trés distintos compartimentos do R. prolixus: no
[imen, no espaco perimicrovilar e lisossomos. Portanto, estes espacos podem funcionar como
uma barreira fisica ou fisioldgica para enzimas, exercendo o papel de uma membrana
peritrofica. Finalmente, ja foi demonstrado que essa membrana tem como funcéo adicional a
de cristalizar e detoxificar a heme no limen intestinal do R. prolixus (SILVA et al., 2007).

O sistema digestivo do triatomineo pode ser observado no esquema representativo da
Figura 7. Esse sistema digestivo consiste basicamente em uma por¢do dilatada, intestino
médio anterior ou “crop” (estdmago), representada pela regido I e outra tubular, intestino
médio posterior, ou simplesmente, intestino (regido 1), o qual ainda pode ser subdividido em
intestino anterior e intestino posterior (BILLINGSLEY & DOWNE, 1986a; 1986b;
BILLINGSLEY, 1990). Esse ultimo se insere na por¢do dilatada do reto, chamada de ampola
retal (ZELEDON, BOLANOS & ROJAS, 1984), representada pela regido IlI, onde nessa
mesma regido se inserem os tubulos de Malpighi (WIGGLESWORTH, 1972), representado

no esquema pela seta.

Figura 7. Fotografia representando as regides do sistema digestivo do triatomineo. I- intestino
médio anterior ou estdbmago Il- intestino médio posterior ou intestino. Ill- ampola retal.
Barra: 52 mm (adaptado de KOLLIEN & SCHAUB, 2000).

A co-evolucdo de parasitos e insetos tem requerido o desenvolvimento de estratégias
sofisticadas baseadas tanto em mecanismos do inseto vetor quanto dos parasitos, 0s quais
agem facilitando o desenvolvimento do parasito ou sua ruptura no hospedeiro invertebrado. O
estabelecimento da infeccdo pelo T. cruzi no tubo digestivo do inseto vetor é dependente e
regulado por fatores fisioldgicos e bioquimicos do inseto vetor, como proposto por Carlos

Chagas e Emanuel Dias (revisto por GARCIA et al., 2007). O processo de interacdo do
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parasito com o inseto vetor culmina com a efetivacdo da metaciclogénese do protozoario,
dentro do tubo digestivo do inseto.

No que se refere ao estabelecimento da infeccdo pelo T. cruzi no tubo digestivo do
inseto vetor, o intestino médio representa o local chave da interacdo parasito-inseto vetor. E
onde ocorre 0 armazenamento e digestdo do sangue ingerido contendo os parasitos e onde se
iniciam os processos de transformacdo. O ambiente hostil do intestino médio aparece como
primeiro obstaculo para os parasitos, induzindo modificacbes bioquimicas, fisiologicas e
morfolégicas para que completem seus ciclos de desenvolvimento (LEHANE &
BILLINGSLEY, 1996).

A aderéncia do parasito na superficie das células epiteliais € um dos processos
importantes dessa interacdo fisiologica. Um dos importantes estadgios no ciclo do
desenvolvimento de T. cruzi dentro de seu hospedeiro invertebrado é a interacdo entre a
superficie do protozoario e moléculas presentes na membrana perimicrovilar do trato
intestinal de triatomineos, assim como na superficie celular e nos microvilos das células
intestinais. A interacdo com diferentes estruturas pode influenciar tanto na quantidade de
tripanossomos como também na sua diferenciacdo (KOLLIEN, SCHMIDT & SCHAUB,
1998; GONZALEZ et al., 1999; OLIVEIRA & DE SOUZA, 2001; AZAMBUJA,
RATCLIFFE & GARCIA, 2005). Apo6s o repasto sanguineo, PMMs (Figura 8) agem como
um sitio de adesdo para epimastigotas de T. cruzi, um processo que parece ser um fator basico
para o estabelecimento do parasito no inseto vetor (GARCIA, GONZALEZ & AZAMBUJA,
1999; GARCIA & AZAMBUJA, 2004). Em relacdo a adesdo, Pereira e colaboradores (1981)
demonstraram a existéncia de lectinas, com especificidade para diferentes tipos de agUcares,
no intestino médio de R. prolixus. Um fato interessante € que somente as formas
epimastigotas, que colonizam o inseto vetor, possuem os ligantes para essas lectinas. Além
disso, o processo de reconhecimento em que formas epimastigotas aderem ao epitélio do
intestino envolve moléculas de glicoinositol fosfolipideos (GIPLs) (NOGUEIRA et al., 2007),
abundantes na superficie de epimastigotas (COLLI & ALVES, 1999). O T. cruzi knockout
de gp72 resultou na ndo aderéncia do flagelo do parasito ao epitélio do intestino e apresentou

uma diminuig&o drastica na populacdo de parasitos no inseto vetor (DE JESUS et al., 1993).
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Figura 8. Microscopia eletronica de transmissdo (TEM) de células epitelias do
intestino médio posterior (E) de ninfas de 5° estadio de R. prolixus, 10 dias ap6s alimentacéao
com sangue humano. A regido apical dessas células mostra um largo nimero de longas
microvilosidades densas, que sdo homogeneamente distribuidas (seta) e membranas
perimicrovilares (PMM) recobrindo a microvilli que se extendem ao lumen do intestino
médio (em asteriscos) 23,000x. Barra: 0.5 um (extraido de: ALBUQUERQUE- CUNHA et
al., 2004).

19



1. JUSTIFICATIVA

Os estudos acerca das moléculas relevantes para o ciclo de vida do T. cruzi tém tido
como foco o processo de interacdo das formas infectivas com células de mamiferos
(BURLEIGH & WOOLSEY 2002; TAN & ANDREWS 2002; VIEIRA et al., 2002; revisto
por YOSHIDA, 2006), visando o desenvolvimento de drogas. Entretanto, alguns estudos
focaram-se na identificacdo e caracterizacdo de importantes moléculas-chave presentes na
superficie do parasito, que poderiam participar da interagdo com o hospedeiro invertebrado,
tais como: os glicoinositolfosfolipideos (NOGUEIRA et al., 2007) e a gp72 (DE JESUS et al.,
1993; BASOMBRIO et al., 2002). A cruzipaina é abundantemente expressa nas formas
epimastigotas do T. cruzi, que sdo encontradas no inseto vetor. A funcédo da cruzipaina como
molécula-chave em diversas etapas da interacdo T. cruzi com células de hospedeiros
vertebrados tem sido amplamente estudada, mas a possivel relevancia desta peptidase na
interacdo com insetos hemat6fagos nunca foi explorada. Indicios de que esta molécula possa
ser relevante para o processo de adesdo foram demonstrados no flagelado de plantas P.
serpens, que possui uma proteina homologa a cruzipaina responsavel, pelo menos em parte,
pela adesdo do flagelado a glandula salivar de O. fasciatus (SANTOS et al., 2006b). Tendo
em vista a falta de informacOes acerca das moléculas relevantes na interagdo do T. cruzi com
0 hospedeiro invertebrado, o objetivo deste estudo € avaliar o papel da cruzipaina do T. cruzi
na interacdo com o inseto vetor. A identificacdo de moléculas-chave na interacdo dos
tripanossomatideos com seus hospedeiros invertebrados é valida para melhor compreensdo da
bioguimica e fisiologia destes protozoarios, assim como para esclarecer alguns aspectos da

interacdo parasito-hospedeiro invertebrado.
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I11. OBJETIVO GERAL
O presente trabalho tem como objetivo avaliar se a cruzipaina do Trypanosoma cruzi
participa na interagdo com o inseto vetor, Rhodnius prolixus.
1. Obijetivos especificos

1.1. Avaliar o efeito do pré-tratamento do T. cruzi com anticorpos anti-cruzipaina e com um

painel de inibidores de cisteina-peptidase sobre a interacdo com R. prolixus;

1.2. Avaliar o efeito sobre o indice de adesdo do pré-tratamento de epitélio intestinal de R.

prolixus com a cruzipaina enriquecida;

1.3. Comparar o indice de adeséo in vitro ao epitélio intestinal dissecado de R. prolixus, bem
como a taxa de colonizagado (in vivo) do T. cruzi selvagem, T. cruzi transfectado apenas com o
vetor de transferéncia episomal (pTEX) e T. cruzi transfectado com o vetor contendo o gene
da chagasina (pCHAG);

1.4. Avaliar a expressdo da molécula de cruzipaina pelo parasito apds a colonizacdo do R.

prolixus, através de citometria de fluxo, empregando anticorpos anti-cruzipaina.
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IV. MATERIAL E METODOS

1. Condicdes de cultivo e obtencao de Trypanosoma cruzi

No presente trabalho foram utilizados parasitos da espécie T. cruzi, cepa Dm28c e um
clone Dm28c que superexpressa a chagasina (p0CHAG), bem como um controle contendo
apenas o plasmideo sem gene inserido (pTEX). Os parasitos transfectados foram gentilmente
cedidos pela Dra. Ana Paula C. Lima (Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho-UFRJ).
Parasitos da cepa G, Y e do clone CL Brener também foram usados e fazem parte da Cole¢édo
do nosso laboratorio (Laboratorio de Biologia Molecular e Doencas Endémicas). Os parasitos
foram mantidos por incubacdo a 28 °C em 5 mL de meio complexo: infusdo de cérebro e
coracdo (BHI - 3,7%), suplementado com hemina (0,002%) e 10% de soro fetal bovino (SFB)
inativado pelo calor. Os parasitos transfectados foram mantidos em cultura neste meio

suplementado com 800 pg/mL de geneticina.

2. Rhodnius prolixus

Os exemplares de R. prolixus que foram usados nesse estudo fazem parte da colonia
do Laboratério de Bioquimica e Fisiologia de Insetos, IOC-FIOCRUZ. Os insetos foram
mantidos em condicBes controladas de temperatura e umidade (27 °C + 2 e 65% =+ 5). Os insetos
da col6nia séo alimentados quinzenalmente com sangue de coelho desfibrinado em aparato de
alimentacéo artificial (GARCIA et al., 1984).

3. Interacdo do T. cruzi com intestinos dissecados in vitro

Dez dias ap06s os insetos serem alimentados, os intestinos médios posteriores foram
removidos, longitudinalmente seccionados e gentilmente lavados em PBS (tampéo fosfato de
sodio 20 mM, 150 mM NaCl, pH 7.2) para expor a superficie luminal do intestino. Apds essa
etapa, os fragmentos intestinais foram colocados em tubos eppendorfs e entdo, incubados por
15 min a temperatura ambiente, sob leve agitacdo, com os parasitos, coletados durante a fase
exponencial (2,0 x 10" em 100 pL de PBS). Os parasitos selvagens foram pré-tratados ou ndo
com um painel de inibidores proteoliticos (Tabela 1) ou anticorpos anti-cruzipaina policlonais
nas diluicdes de 1:1000 e 1:2500 por 1 h (gentilmente cedido pelo Dr. Juan Jose Cazzulo, Instituto

de Investigaciones Biotecnologicas, Universidad Nacional de General San Martin, Buenos Aires,
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Argentina). Paralelamente, fragmentos intestinais também foram incubados com parasitos
selvagem, pTEX, pCHAG, nas mesmas condicOes anteriores, bem como com diferentes cepas
do T. cruzi (G, Dm28c, Y, CL Brener). Quatro intestinos dissecados foram adicionados por
tratamento. Apos a incubacdo com os parasitos, os fragmentos intestinais foram estendidos
em laminulas de vidro para contar o numero de parasitos aderidos por 100 células epiteliais,
escolhidas randomicamente, em 10 diferentes campos de cada preparacdo intestinal. O
tratamento com os inibidores nas condi¢Ges acima descritas ndo alteraram a viabilidade dos
parasitos, conforme observado pela exclusdo do corante vital Trypan Blue e mobilidade dos

parasitos. As concentracdes de anti-cruzipaina empregadas nao causaram aglutinacéo.

Tabela 1. Lista de inibidores proteoliticos utilizados.

Subclasse Seletividade Inibidor Concentracgéo
enzimatica-alvo
Catepsina L lodoacetamida 10 uM
Catepsina L/B/H/serina .

peptidases/calpaina Leupeptina 10uM
Cisteina peptidases Catepsina L/serina peptidases Antipaina 10 uM
Catepsina L/H/B/calpaina E-64 10 uM

Catepsina L Cistatina 1 pg/mL
Catepsina B CAO074me 20 pM

4. Obtencdo de fragdes enriquecidas da cruzipaina e do extrato bruto de T. cruzi

A cruzipaina natural foi isolada de lisados das formas epimastigotas de T. cruzi
Dm28c, previamente crescidas, por 7 dias, até atingir fase estacionaria, em um volume final
de 4 L, segundo Murta et al. (1990). Brevemente, uma massa de 9 g de células foi ressuspensa
em 25 mL de agua apirogéncia pH 5.6, contendo inibidores de peptidases: EDTA 2 mM,
PMSF 1 mM e pepstatina 1 pg/mL. Os parasitos foram lisados através de ciclos de sonicacdo
com pulsos de ~ 60 volts por 30 min. Apods verificar a lise por microscopia Optica, a
suspensdo foi centrifugada (10.000 x g por 1 h), e o sobrenadante foi coletado.
Posteriormente, o sobrenadante foi tratado com HCL 12 N, pH 4.2 a 4 °C, overnight, sob leve
agitacdo e posteriormente centrifugado (10.000 x g por 1 h). Ao sobrenadante foi acrescido
sulfato de aménio saturado pH 4.7, para um volume final de 950 mL e seguiu-se nova
precipitacdo a 4 °C, overnight, sob leve agitacdo. O pellet foi ressuspenso em 30 mL de PBS-
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EDTA 2 mM e submetido a dialise contra acetato de sddio, NaCl 15 mM, pH 5.0, num
volume final de 4 L overnight. Apds a diélise, realizou-se a extragdo por butanol previamente
saturado com 1:1 (v/v) de PBS, a 4 °C, sob leve agitacdo. Por fim, a fase aquosa foi recolhida
e submetida novamente ao processo de dialise contra PBS-EDTA 2 mM. Apds a didlise, a
atividade da cruzipaina com o substrato especifico para cisteina peptidases (Z-Phe-Arg-AMC)
foi testada para verificar a funcionalidade dessa enzima. Aliquotas da cruzipaina enriquecida
foram estocadas e congeladas a -70 °C.

O extrato do parasito foi obtido a partir de 10° células coletadas no meio da fase
logaritmica de cultivo, lavadas trés vezes com PBS e lisadas a 4 °C pela adi¢do de 100 pL de
tampéo SDS-PAGE modificado (Tris-HCI 125 mM, pH 6.8, Triton X-100 0.1%, glicerol 20%
e azul de bromofenol 0.015%) para analise das peptidases, e 0 mesmo tampao acrescido de
5% de 2-B-mercaptoetanol, seguido de fervura da amostra durante 5 min para analise do perfil

de proteinas.

5. Determinacdo da concentracdo de proteinas

A concentracao de proteinas do extrato total e da fracdo enriquecida da cruzipaina foi
determinada segundo o método de Lowry et al., (1951), usando soro albumina bovina como
padrdo. Triplicata de aliquotas de cada amostra (5, 10 e 15ul) foram diluidas em q.s.p. 400 pl
de H,O. Posteriormente, em cada tubo foram acrescentados 2 mL da mistura reativa
(hidroxido de sédio 0,1 M, carbonato de sédio 0,18 M, tartarato de sddio 0,02% e sulfato de
cobre 0,01%). Apds 10 min de incubacdo com a mistura reativa, 200 ul de Follin Ciocateus
(Merck) diluido 1:3 foi adicionado em cada amostra, e seguido de incubacdo por 30 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, as absorbancias foram analisadas a 617 nm em
espectrofotdbmetro (Ultrospec 1100-Amersham Biosciences) e a concentracdo protéica das
amostras foi determinada com base na densidade dptica (DO) das amostras e da curva padrao

obtida de BSA (estoque a 1 mg/mL) nas concentracfes de 5, 10, 20, 30 e 40 pg/mL.

6. Analise do perfil proteico da cruzipaina enriquecida por gel SDS-PAGE corado
por nitrato de prata

A fracdo enriquecida da cruzipaina (2,8 pg) e o extrato total do parasito (28 pug) foram
adicionados de tampéo de amostra (Tris-HCI 62 mM, pH 6,8, SDS 2%, glicerol 25%, azul de
bromofenol 0,01% e -mercaptoetanol 1 mM) e aplicadas em SDS-PAGE a 10%, contendo

24



gel de empacotamento 3%, de acordo com o sistema descrito por Laemmli (1970). A
eletroforese foi processada a 120 /60 mA, a 4 °C. As massas moleculares dos polipeptideos
foram estimadas através da comparagdo da migracdo destes com a de proteinas padréo (Page
ruler plus prestained protein ladder-Fermentas). Para visualizacdo das proteinas presentes nos

géis, estes foram corados com nitrato de prata segundo protocolo de Gongalves et al. (1990).

7. Analise da fragdo enriquecida da cruzipaina por SDS-PAGE-Gelatina

Para analise qualitativa da atividade da cruzipaina enriquecida do T. cruzi, foi
realizada uma eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% com 0,1% de gelatina co-
polimerizada. A fragdo enriquecida da cruzipaina (2,8 ug) e o extrato total do parasito (28 pg)
foram adicionadas de tampéo de amostra (Tris 125 mM, pH 6,8; SDS 4%; glicerol 20% e azul
de bromofenol 0,002%). A eletroforese foi processada a 120 VV/60 mA, a 4 °C. Em seguida, 0s
géis foram lavados por 2 vezes em Triton X-100 2,5% e incubados em tampéo de protedlise
(fosfato de s6dio 50 mM, pH 7.4, suplementado com DTT 10 mM) por 24 h a 37 °C.
Finalmente, os geéis foram corados por 2 h com azul de Coomassie R-250 em metanol-acido
acético-agua (50:10:40) e descorados “overnight” em uma solugdo contendo metanol-acido
acético-agua (50:10:40). As massas moleculares destas peptidases foram estimadas através da
comparacao da migracdo destes com a de proteinas padrdo (Page ruler plus prestained protein

lader-Fermentas).

8. Interacdo de T. cruzi com intestinos dissecados in vitro utilizando a cruzipaina

enriquecida

Intestinos médios posteriores foram explantados ap6s o décimo dia de alimentacdo dos
triatomineos conforme descrito anteriormente. Apds essa etapa, os fragmentos intestinais
foram pré-tratados individualmente a temperatura ambiente com 1,5 pg/uL de cruzipaina
exogena previamente extraida de T. cruzi ou cruzipaina inativada por calor por 15 min. Apés
esse tratamento, os intestinos foram cuidadosamente lavados em PBS, e a interacdo foi
realizada com T. cruzi clone Dm28c, conforme descrito no item 3. Paralelamente, parasitos
que superexpressam a chagasina — pCHAG foram incubados por 15 min a temperatura
ambiente com o intestino explantado de R. prolixus acrescidos ou ndo de concentragdes
crescentes de cruzipaina exogena (1,5; 3 e 4,5 pg/uL), e a interagdo com o epitélio médio

posterior dissecado de R. prolixus foi realizada conforme descrito no item 3.
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9. Interacdo de T. cruzi com R. prolixus — infec¢cdo

Ninfas de quinto estagio foram coletadas randomicamente apds a muda e mantidas em
jejum por 15 a 20 dias. Apds este periodo, as ninfas foram alimentadas no sistema em sangue
de coelho citratado contendo 9 x 10° células de T. cruzi por mililitro de sangue (pTEX,
pCHAG e selvagem), conforme descrito por Garcia et al. (1984). No 20° e 30° dia apos a
alimentacdo dos triatomineos em sangue de coelho citratado, 8 retos explantados foram
homogeneizados em 1 mL de PBS e a quantificacdo do nimero total de parasitos vivos foi
realizada por contagem em camara de Neubauer em duplicata. Este experimento foi realizado

em duplicata, quatro vezes independentemente.

10. Andlise da expressdo da cruzipaina de T. cruzi apos a colonizacao de R. prolixus

através de citometria de fluxo

Para determinar os niveis de expressdo da cruzipaina do T. cruzi ap6s 30 dias de
colonizacdo de R. prolixus, um pool de oito ampolas retais provenientes do ensaio de
colonizacdo foram cuidadosamente explantadas e homogeneizados em 1 mL de PBS. No
intuito de re-isolar ou enriquecer os parasitos, as células foram centrifugadas a 300 x g por 1
minuto, o pellet foi incubado por 30 min a 28 °C e o sobrenadante foi coletado e centrifugado
a 1500x g por 5 min. As células coletadas ap0s contato com o reto através de processos de
centrifugacdes (no minimo de 10° células/mL) foram fixadas em PBS contendo 0,1% de
paraformaldeido por 30 min a 26 °C. Em seguida, essas células foram lavadas por 2 vezes em
PBS e incubadas com o anticorpo priméario anti-cruzipaina (1:2000) (MURTA et al., 1990) e
secundario marcado com fluoresceina isotiocianato (FITC) na diluigcdo de 1:100 numa solugédo
de PBS. Células de T. cruzi (5 x 10° células/mL) ou células da ampola retal do triatomineo
ndo tratadas e tratadas com o anticorpo primario foram utilizadas como controles. Em
seguida, as células foram lavadas duas vezes em PBS e submetidas a analise em citdmetro de
fluxo (EPICS ELITE flow cytometer - Coulter Eletronics, Hialeah, FL, USA) equipado com

laser de argbnio 15 mW com emissdo a 488 nm.

26



11. Analises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados no minimo em quadruplicata e repetidos pelo
menos 2 vezes. Os dados foram analisados estatisticamente usando o teste t de Student e o
teste ANOVA, usando o programa Sigma Plot 2002 (SPSS Inc). Os valores de P iguais ou
inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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V. RESULTADOS

1. Efeitos dos inibidores de cisteina peptidase sobre o indice de adesdo ao epitélio
dissecado de R. prolixus

Com o objetivo de avaliar se os inibidores de cisteina peptidase tém efeito sobre o
indice de adesdo ao epitélio intestinal dissecado de R. prolixus, os inibidores de cisteina
peptidase descritos na Tabela 1 foram adicionados as formas epimastigotas de T. cruzi (2 x
10" células) durante 60 min, a temperatura ambiente, condicdo que néo altera a viabilidade
das células (dados ndo mostrados). ApOs esse tratamento, as células foram lavadas e
colocadas para interagir com o epitélio médio posterior dissecado de R. prolixus. Apos este
processo, muitos parasitos foram visualizados aderidos as células epiteliais pelos seus flagelos
em parasitos ndo tratados (dados ndo mostrados). Parasitos pré-tratados com o0s cinco
inibidores de cisteina peptidase (cistatina a 1 pg/mL, antipaina, E-64, leupeptina,
iodocetamida em uma concentracdo final de 10 pM) apresentaram uma taxa de adeséo
aproximadamente 70% menor do que o controle. Tendo em vista que uma cisteina peptidase
do tipo Catepsina B de cerca de 30 kDa também é uma atividade proeminente em extratos do
parasito (GARCIA et al., 1998), testamos o efeito de um inibidor especifico de catepsina B, o
CA074me, que ndo produziu uma reducdo significativa no indice de adesdo as células
epiteliais do inseto vetor (Figura 9).
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Figura 9. Efeito de inibidores de cisteina peptidase no processo de interacdo entre T.
cruzi e o intestino médio posterior dissecado de R. prolixus. Os parasitos (2,0 x 10" células)
foram tratados durante 60 min a temperatura ambiente com cistatina (1 pg/mL), antipaina, E-
64, leupeptina, iodocetamida em uma concentracdo final de 10 uM ou CA074me a 20 uM. A
viabilidade dos parasitos ndo foi afetada pelos tratamentos utilizados neste conjunto de
experimentos. ApoOs a interacdo com as células intestinais epiteliais, o numero de
parasitos/célula epitelial intestinal foi estimado através da contagem randémica de no minimo
100 células epiteliais. Os resultados representam a média + erro padrdo da média de dois
experimentos independentes realizados com 4 intestinos por tratamento. Os parasitos tratados
com inibidores de cisteina peptidase que tiveram um indice de adesdo com as células
significativamente diferente dos ndo tratados (controle) usando o teste t Student (P < 0,001)

estdo marcados com um asterisco.

2. Efeito do inibidor de cisteina peptidase, cistatina, sobre a interacéo entre T. cruzi

e R. prolixus

Com o objetivo de avaliar se o inibidor de cisteina peptidase, cistatina, tem efeito
dose-dependente sobre o indice de adesdo ao epitelio dissecado de R. prolixus, 0 composto foi
adicionado em diferentes concentragdes (0,1, 1, 2,5 e 10 pg/mL) as formas epimastigotas de

T. cruzi durante 60 min, a temperatura ambiente, condi¢fes que ndo alteram a viabilidade das
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células (dados ndo mostrados). Apds esse tratamento, procedeu-se a interagdo ao epitélio
médio posterior dissecado de R. prolixus. O pré-tratamento das células com o inibidor de
cisteina peptidase nas concentracdes acima foi dose-dependente, como pode ser observado na
figura 10.
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Figura 10. Efeito dose-dependente do inibidor cistatina no processo de interacéo entre T.
cruzi e o intestino médio posterior dissecado de R. prolixus. Os parasitos (2,0 x 10’ células)
foram tratados durante 60 min a temperatura ambiente com diferentes concentragdes de
cistatina (0,1, 1, 2,5 e 10 pg/mL). A viabilidade dos parasitos ndo foi afetada pelos
tratamentos utilizados neste conjunto de experimentos. ApoOs a interacdo com as células
intestinais epiteliais, 0 nimero de parasitos/célula epitelial intestinal foi estimado através da
contagem randémica de no minimo 100 células epiteliais. Os resultados representam a média
+ erro padrdo da média de dois experimentos independentes realizados com 4 intestinos por
tratamento. Os parasitos tratados com o inibidor cistatina que tiveram um indice de adesdo
com as células significativamente diferente dos ndo tratados (controle) usando o teste t

Student (P < 0,00000001) estdo marcados com um asterisco.

3. Efeito do anticorpo anti-cruzipaina sobre o indice de adeséo ao epitélio dissecado

de R. prolixus

As formas epimastigotas de T. cruzi foram pré-tratadas com anticorpos anti-cruzipaina

policlonais na dilui¢do 1:1000 ou 1:2500 (concentra¢des ndo aglutinantes) durante 60 min a
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temperatura ambiente. Apds esse tratamento, seguiu-se a interacdo com o epitélio médio
posterior dissecado de R. prolixus. O tratamento das células com o anticorpo na diluigdo de
1:1000 induziu a uma reducdo significativa de 64% na taxa de adeséo ao epitélio dissecado do
inseto em relagcdo aos parasitos ndo tratados. O tratamento dos parasitos com o anticorpo na
diluicdo de 1:2500 apresentou uma reducdo de 25%, em relacdo ao controle. Como controle
da especificidade do ensaio, o tratamento dos parasitos com soro pré-imune (1:1000) nao

apresentou alteracgdes significativas, em relagdo ao controle (Figura 11).
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Figura 11. Efeito do anticorpo anti-cruzipaina no processo de interacdo entre T. cruzi e
intestino médio posterior dissecado de R. prolixus. Os parasitos (2,0 x 10" células) foram
tratados durante 60 min a temperatura ambiente com anticorpos anti-cruzipaina na diluicédo de
1:1000 ou 1:2500. A viabilidade dos parasitos ndo foi afetada pelos tratamentos utilizados
neste conjunto de experimentos. ApéOs a interacdo com as células intestinais epiteliais, o
namero de parasitos/célula epitelial intestinal foi estimado através da contagem randdémica de
no minimo 100 células epiteliais. Os resultados representam a média * erro padrdo da média
de dois experimentos independentes realizados com 4 intestinos por tratamento. Parasitos
tratados com anti-cruzipaina na diluicdo de 1:1000 ou 1:2500 tiveram um indice de ades&o
significativamente diferente de células ndo tratadas (controle) usando o teste t Student (* P =
0,000802; ** P = 0,004351).
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4. Avaliacdo do possivel envolvimento da cruzipaina na interagdo entre T. cruzi e

hospedeiro invertebrado utilizando inibidor endégeno (chagasina)

No intuito de avaliar o indice de adesdo de parasitos transfectados com um vetor
contendo o gene da chagasina, que expressa cerca de quatro vezes mais chagasina (SANTOS,
C.C. et al., 2005), formas epimastigostas de T. cruzi (2,0 x 107 células) das trés condicdes de
experimentacao (selvagem ou pTEX — vetor vazio — ou pCHAG) foram incubadas por 15 min
a temperatura ambiente com o intestino dissecado de R. prolixus. Os resultados demonstraram
que o T. cruzi pCHAG apresentou baixa capacidade de ligacdo ao epitelio intestinal dissecado
de R. prolixus, enquanto o pTEX, controle do plasmideo, ndo apresentou mudancas na taxa de
adesdo em relagéo ao controle (Figura 12).

=
-
r3
I

ot

=
(= 4]

=
e

0,2

T. cruzi/ célula epitelial do inseto
=
=N

Figura 12. Andlise da taxa de interacdo do clone Dm28c de T. cruzi, superexpressando
ou ndo a chagasina, com intestinos dissecados de R. prolixus. Formas epimastigotas (2,0 x
10" células) selvagem, transfectadas com o vetor vazio (pTEX) ou com o vetor contendo o
gene da chagasina (pCHAG) foram incubadas com os intestinos dissecados do triatomineo
por 15 min a temperatura ambiente. Apos a interagdo com as células intestinais epiteliais, 0
numero de parasitos/célula epitelial intestinal foi estimado através da contagem randémica por
no minimo 100 células epiteliais. O controle foi realizado utilizando parasitos sem nenhuma
modificacdo genética. Os resultados representam a media + erro padrdo da media de dois
experimentos independentes realizados com 4 intestinos por tratamento. Parasitos pCHAG
tiveram um indice de adesdo com as células significativamente diferente do controle e dos

parasitos pTEX usando o teste ANOVA (P <0,000001).
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5. Avaliacdo da taxa de adesdo de diferentes cepas de T. cruzi que possuem distintas

relagdes cruzipaina-chagasina

Distintas cepas de T. cruzi possuem diferencas no balanco estequiométrico
cruzipaina:chagasina (SANTOS, C.C. et al., 2005). Dessa forma, (2 x 10"células) das cepas
Dm28c, CL Brener, Y e G foram incubadas por quinze min a temperatura ambiente com o
intestino dissecado de R. prolixus. Os resultados demonstraram que o T. cruzi cepa G
apresentou baixa capacidade de ligacdo ao epitélio intestinal dissecado de R. prolixus em

relacdo aos outros diferentes isolados de T. cruzi (Figura 13).
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Figura 13. Andlise da taxa de interacdo em diferentes cepas de T. cruzi, com intestinos
dissecados de R. prolixus. Formas epimastigotas (2,0 x 10" células) das cepas Dm28c, CL
Brener, Y e G foram incubadas com os intestinos dissecados do triatomineo por 15 min a
temperatura ambiente. Apds a interacdo com as células intestinais epiteliais, 0 nimero de
parasitos/célula epitelial intestinal foi estimado através da contagem randdmica por no
minimo 100 células epiteliais. Os resultados representam a média * erro padrdo da media de
dois experimentos independentes realizados com 4 intestinos por tratamento. A cepa G aderiu

significadamente menos ao epitélio que os demais isolados (teste ANOVA P < 0,05).
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6. Analises da fracdo enriquecida da cruzipaina isolada do T. cruzi

Com o objetivo de avaliar se a cruzipaina pode atuar como um ligante direto,
interagindo com possiveis receptores no epitélio intestinal do inseto, objetivamos
primeiramente obter uma fracdo enriquecida desta enzima. A analise do perfil de proteinas
por SDS-PAGE, corado por nitrato de prata, revelou duas bandas caracteristicas de 72 e 55
kDa e um enriquecimento considerdvel da cruzipaina, que preservou sua atividade
proteolitica. Além disso, esse mesmo perfil de expressdo também foi observado no gel SDS-
PAGE-gelatina (Figura 14).
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Figura 14. Perfil de proteinas e peptidases da fracdo enriquecida de cruzipaina. As
proteinas do extrato total de T. cruzi, 28 ug (A) e fracdo enriquecida da cruzipaina 2,8 ug (B)
foram separadas em SDS-PAGE e visualizadas ap6s coloragdo com nitrato de prata. (C)
Andlise por SDS-PAGE-Gelatina da fracdo enriquecida de cruzipaina (2,8 pg). A massa

molecular relativa esta representada a esquerda (em kDa).

7. Potencial de reversdo da inibicdo da adesdo de pCHAG ao epitélio de R. prolixus

pelo suplemento de cruzipaina exégena

Formas epimastigostas de T. cruzi que superexpressam a chagasina (pCHAG) foram
incubadas por 15 min a temperatura ambiente com o intestino explantado de R. prolixus
acrescidos ou ndo de concentragcdes crescentes de cruzipaina (1,5; 3 e 4,5 pg/uL). Parasitos
sem modificacdo genética foram também utilizados como controle do ensaio. Os resultados

indicaram que a cruzipaina ativa na concentragdo de 1,5 pug/uL restaurou parcialmente o nivel
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de adesdo do T. cruzi pCHAG ao epitélio intestinal dissecado de R. prolixus em relagcdo a
parasitos pPCHAG. No entanto, concentragdes maiores da cruzipaina ndo potencializaram esse
efeito, pelo contréario, houve uma discreta diminuicdo da adesdo (Figura 15) em relacdo a

adicdo de 1,5 pg/uL.
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Figura 15. Analise da taxa de interacdo do clone Dm28c de T. cruzi, superexpressando a
chagasina suplementada ou ndo de cruzipaina exdégena com intestinos dissecados R. de
prolixus. Formas epimastigotas (2,0 x 10’ células) transfectadas com o vetor contendo o gene
da chagasina (pCHAG) foram incubadas com os intestinos dissecados do triatomineo
suplementadas com cruzipaina exdgena por 15 min a temperatura ambiente. Apos a interacdo
com as células intestinais epiteliais, 0 nimero de parasitos/célula epitelial intestinal foi
estimado através da contagem randémica por no minimo 100 células epiteliais. O controle foi
realizado utilizando parasitos sem nenhuma modificacdo genética. Os resultados representam
a média + erro padrdo da média de dois experimentos independentes realizados com 4
intestinos por tratamento. O controle foi realizado utilizando parasito selvagem. Parasitos
pCHAG suplementados com cruzipaina exogena tiveram um indice de adesao
significativamente diferente de células ndo tratadas (pCHAG) usando o teste t Student (* P =
0,0002288; ** P = 0,036544).
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8. Efeito do pré-tratamento do epitélio intestinal do R. prolixus com cruzipaina ativa

Os intestinos foram pré-tratados individualmente com 1,5 pg/uL de cruzipaina
exogena ativa ou inativada por calor 15 min a temperatura ambiente. Apos esse tratamento, 0s
intestinos foram lavados cuidadosamente em PBS e seguiu-se a interacdo do epitélio médio
posterior dissecado de R. prolixus com formas epimastigostas de T. cruzi Dm28c por 15 min a
temperatura ambiente. Os intestinos pré-tratados com cruzipaina ativa ou inativa ndo
produziram uma reducéo significativa no indice de adesdo do parasito as células epiteliais do

inseto vetor em relacéo ao controle (Figura 16).
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Figura 16. Andlise da taxa de interacdo da cepa Dm28c de T. cruzi, com intestinos
dissecados de R. prolixus, pré-tratando o intestino com cruzipaina. Os intestinos foram
pré-tratados com cruzipaina ativa ou inativada por calor por 15 min. Apds a interacdo com as
células intestinais epiteliais, 0 numero de parasitos/célula epitelial intestinal foi estimado
através da contagem randémica por no minimo 100 células epiteliais. Os resultados
representam a média de dois experimentos independentes realizados com 4 intestinos por

tratamento. Os resultados ndo foram estatisticamente significantes em relagdo ao controle.
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9. Colonizacéo de R. prolixus por T. cruzi que superexpressa a chagasina

Com o objetivo de comparar os niveis de infeccdo in vivo de T. cruzi selvagem, pTEX
e pCHAG na ampola retal de R. prolixus, ninfas de quinto estddio mantidas em jejum foram
alimentadas em aparato de sangue artificial com sangue de coelho citratado contendo 9 x 10°
células de T. cruzi por mililitro. Os resultados demonstraram que no vigésimo dia apds
alimentacdo com sangue infectado por T. cruzi, parasitos transfectados contendo o gene da
chagasina (pCHAG) apresentaram baixa capacidade em colonizar a ampola retal do R.
prolixus. Por sua vez, o parasito pTEX apresentou taxas de adesdo similares aos parasitos
controle. Por fim, no trigésimo dia ap6s infeccdo, parasito pPCHAG também apresentou uma
adesdo reduzida a ampola retal do inseto vetor em relacdo ao parasito pTEX ou ao parasito

controle (Figura 17).
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Figura 17. Niveis de infeccdo de T. cruzi selvagem, pTEX e pCHAG na ampola retal de
espécimes de Rhodnius prolixus. As ninfas de 5° estadio foram alimentadas no sistema de
aparato artificial com sangue de coelho citratado contendo 9 x 10° células de T. cruzi por
mililitro (pTEX, pCHAG e selvagem). No 20° e 30° dias apds infeccdo, 8 ampolas retais
foram explantadas, homogeneizadas em 1 mL de PBS e a quantificacdo do nimero total de
parasitos vivos foi realizado através da camara de Neubauer em triplicata. Os resultados
representam a média + desvio padrdo de quatro experimentos. Parasitos pCHAG tiveram um
indice de adesdo com as células significativamente diferente do controle e dos parasitos pTEX

usando o teste ANOVA (P <0,05).
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10. Modulacédo da expressdo da cruzipaina por T. cruzi apés a colonizacdo de R.
prolixus

Com o objetivo de determinar os niveis de expressdo da cruzipaina do T. cruzi apos
passagem em R. prolixus, células re-isoladas ap6s a colonizacdo ou células obtidas de cultura
foram incubadas com anticorpos anti-cruzipaina policlonais na diluicdo de 1:2000 e
analisadas por FACS. Os resultados indicam que as células que foram re-isoladas ap6s a
passagem pela ampola retal de R. prolixus mostraram um aumento significativo da expressao
da cruzipaina ap6s 30 dias de infeccdo. Esses resultados permitiram constatar que a passagem
dos flagelados pela ampola retal dos triatomineos causou um aumento significativo na

expressdo dessa cisteina peptidase, quando comparados com as células cultivadas em meio de
cultivo BHI (Figura 18).
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Figura 18. Andlise da expressdo da cruzipaina frente ao desafio do T. cruzi com epitélio
intestinal explantado de R. prolixus. (A) Citometria de fluxo demonstrando o perfil de
ligagdo do anticorpo anti-cruzipaina a superficie celular de T. cruzi apds contato com a
ampola retal de R. prolixus apds o 30° dia de infec¢do. As células re-isoladas (3) ou celulas de
cultura (2) foram incubadas com anticorpo anti-cruzipaina (1:2000) por 1 h, conforme
descrito na se¢do de material e métodos. Em seguida, estas foram incubadas com anticorpo
secundario conjugado a fluoresceina (FITC) e observadas através de citometria de fluxo. A
autofluorescéncia corresponde aos parasitos tratados somente com anticorpo secundario (1).
Dados representativos de dois experimentos realizados com 10.000 celulas. A curva 3

representa 10.000 eventos cruzipaina-positivos.
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VI. DISCUSSAO

Os tripanossomatideos apresentam um amplo e variado conjunto de peptidases
extracelulares e/ou intracelulares, as quais regulam a expressdo de fungdes especificas
requeridas nos estagios de vida do parasito (VERMELHO et al., 2007). Cisteina peptidases,
da superfamilia da papaina de protozoarios patogénicos, sdo importantes para sobrevivéncia e
interacdo com o hospedeiro vertebrado. A cruzipaina € a cisteina peptidase mais abundante do
T. cruzi, o qual é o agente etioldgico da doenca de Chagas. Atualmente, ja estd bem
estabelecido que as cisteinas peptidases de tripanossomatideos patogénicos desempenham
funcBes bioldgicas cruciais, além de desempenharem funcdes essenciais em diversas etapas da
infeccdo no hospedeiro vertebrado, tais como: funcbes catabolicas gerais, degradacdo de
proteinas do hospedeiro, adesdo, evasdo da resposta imune, nutricdo e patogénese no
hospedeiro mamifero.

Diversos grupos de pesquisa se dedicaram a identificar e caracterizar as moléculas-
chaves do T. cruzi envolvidas na interacdo com o hospedeiro vertebrado, visando a
identificacdo de alvos promissores para o desenvolvimento de novas drogas quimioterapicas.
Por outro lado, poucos estudos tém se focado na identificagdo de moléculas importantes para
0 processo de interacdo do T. cruzi com o inseto vetor. Nosso grupo vem estudando algumas
peptidases que podem ser essenciais no ciclo de vida dos tripanossomatideos, como a gp63 e a
cruzipaina (SANTOS et al., 2006a, 2006b). Tripanossomatideos “inferiores” sao aqueles que
a priori ndo infectam humanos ou hospedeiros vertebrados ao longo do seu ciclo de vida.
Homologos da cruzipaina j& foram descritos nos tripanossomatideos Blastocrithidia culicis e
Phytomonas serpens. Neste udltimo, andlises por citometria de fluxo confirmaram que
proteinas homdlogas a cruzipaina localizam-se na superficie celular do parasito. O pré-
tratamento do parasito com inibidores de cisteina peptidase ou com anticorpos anti-cruzipaina
inibe significativamente a adesao deste tripanossomatideo a glandula salivar do inseto fitéfago
Oncopeltus fasciatus (D'AVILA-LEVY et al., 2005, SANTOS et al., 2006b; SANTOS et al.,
2007).

Um processo essencial da interacdo parasito-inseto vetor consiste na adesdo do
parasito as PMM presente na superficie das celulas epiteliais. O desenvolvimento das PMM
estd diretamente relacionado com o crescimento e diferenciacdo do T. cruzi nos insetos
vetores (ISOLA, LAMMEL & GONZALEZ-CAPPA, 1986; BURGOS et al., 1989; GARCIA
et al., 1989; NOGUEIRA et al., 1997; GONZALEZ et al., 1998; 1999). Por isso as moléculas
presentes na superficie desempenham papel fundamental no ciclo de vida dos parasitos. A
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membrana das formas epimastigotas de T. cruzi é majoritariamente composta por
glicoinositolfosfolipideos (GIPLs), que promovem o ancoramento de proteinas a bicamada
lipidica da membrana do parasito (COLLI & ALVES, 1999). Diversos trabalhos relatam a
importancia das GIPLs para os tripanosomatideos. Em relacéo a sua fase de desenvolvimento
no inseto, as GIPLs sdo responsaveis pela adesdo dos parasitos a membrana intestinal do
inseto vetor, o que sugere que as GIPLs possam ser essenciais no processo de infec¢do do T.
cruzi no inseto vetor (NOGUEIRA et al., 2007). Além disso, um T. cruzi knockout de gp72
possui como caracteristica o desacoplamento do flagelo da bolsa flagelar (apomastigota), com
consequente dimuicdo na colonizacdo do epitélio intestinal do T. infestans (DE JESUS et
al., 1993). Além disso, outro estudo mostrou que a infec¢do com esses mutante apresentou um
namero reduzido (menos de 1% em relacdo ao controle) de parasitos liberados nas fezes do
inseto vetor (BASOMBRIO et al., 2002). Entretanto, a reduzida sobrevivéncia do mutante
pode ser em virtude tanto da falta de GP72 em si, ou da deficiéncia das propriedades do
flagelo quase ausente desse mutante, que pode vim a ser essencial para o estabelecimento da
infecgdo no inseto vetor (DE JESUS et al., 1993). Acredita-se também que a adesdo constitui
um pré-requisito para a diferenciacdo para a forma infecciosa, mas pouco se sabe sobre como
a adesdo dos epimastigotas desencadeia o processo de diferenciacdo apOs o estresse
nutricional (FIGUEIREDO, ROSA & SOARES, 2000). Por fim, um recente estudo do nosso
grupo sugere que um inibidor de calpainas pode estar atuando de alguma forma na inibicdo da
adesdo dos epimastigotas ao substrato, uma vez que a adesdo ao intestino médio do inseto é
inibida por MDL28170 (ENNES-VIDAL, 2010).

Até o presente momento, pouco se sabe sobre as moléculas que sdo relevantes para a
interacdo do T. cruzi com o hospedeiro invertebrado. Diante desse contexto, o presente estudo
teve como objetivo investigar a participacdo da cruzipaina na interacdo T. cruzi com o inseto
vetor. Nossos resultados indicam que o pré-tratamento das formas epimastigotas do T. cruzi
por 1 h com os cinco inibidores de cisteina peptidase (cistatina, antipaina, E-64, leupeptina e
iodoacetamida) levou a uma drastica reducdo, em torno de 70% na adesdo dos parasitos ao
epitélio dissecado de R. prolixus em relacdo a parasitos ndo tratados, o que sugere que a
cruzipaina poderia desempenhar um importante papel na etapa do ciclo de vida do parasito.
Tendo em vista que uma atividade de cisteina peptidase, do tipo catepsina B, de cerca de 30
kDa é duas vezes mais proeminente em extratos de formas epimastigotas do que na outras
formas evolutivas do parasito (GARCIA et al., 1998), também testamos o efeito de um
inibidor especifico de catepsina B, o CA074me. Entretanto, esse inibidor de catepsina B nédo

produziu uma reducdo significativa no indice de ades&o as células epiteliais do inseto vetor.
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Entretanto, a participacdo de outras peptidases no processo de adesdo ao epitélio
intestinal do inseto vetor ndo pode ser descartada, uma vez que os inibidores apesar de
especificos possuem seletividade questionavel. A antipaina, por exemplo, é mais especifica
para cisteina peptidases do tipo papaina do que o inibidor leupeptina, que inibe catepsina B e
serina peptidases (KNIGHT, 1980; UMEZAWA, 1976).

A atividade das cisteinas peptidases do tipo papaina também sdo reguladas por grande
namero de inibidores de natureza proteica que possuem alta afinidade e seletividade
(LECAILLE, KALETA & BROMME, 2002). Cistatinas sdo inibidores endogenos, que
formam complexos reversiveis, de alta afinidade, de carater competitivo com suas peptidases-
alvo, pertencentes a familia de inibidores 125, Clan IH (MEROPS). Esses inibidores de
cisteinas peptidases foram agrupados numa superfamilia denominada cistatina, uma vez que a
determinacdo da sequéncia de aminoacido se das propriedades bioguimicas desses inibidores
tem mostrado relacdes, a niveis de estrutura e funcdo, com o inibidor isolado da clara de ovo
de galinha (BARRETT, 1987). Por este motivo, a super familia das cistatinas podem ser
divididas em trés grandes familias. familias 1, 2 e 3, conhecidas como estefinas, cistatinas e
cininogénio, respectivamente (TURK & BODE, 1991; BARRETT, 1987).

Inibidores enddgenos de peptidases de alta afinidade, reguladores da atividade
intracelular dessas peptidases, foram identificados em plantas e mamiferos. A presenca de
inibidores protéicos em protozoarios foi descrita e estudos com Leishmania, Plasmodium, T.
brucei, T. cruzi tém demonstrado que estes parasitos podem utilizar mecanismos semelhantes
de regulacdo de proteases. Em 2001, Monteiro e colaboradores clonaram do T. cruzi e
expressaram a chagasina, um inibidor endogeno reversivel de cisteinas peptidases de alta
afinidade que possui algumas propriedades fisico-quimicas semelhantes as cistatinas. A
identificacdo e caracterizacdo da chagasina do parasito com alta especificidade para a
cruzipaina destacam as peculiaridades dos mecanismos de regulacdo da protedlise nestes
protozoarios (MONTEIRO et al., 2001) . A chagasina potencialmente inativa enzimas do tipo
papaina através da formacdo de complexos moleculares de 1:1 cruzipaina-chagasina, estaveis
de alta afinidade no T. cruzi, que resulta no controle da atividade catalitica da cruzipaina.
Nossos resultados demonstraram que parasitos pré-tratados com concentracdes crescentes
(0,1; 1; 2,5 e 10 pg/mL) de cistatina, inibidor de cisteina peptidase, reduziu a adesdo de forma
dose-dependente ao epitélio intestinal dissecado de R. prolixus.

Portanto, apesar da questionavel seletividade de alguns inibidores, a cistatina possui
alta especificidade para cruzipaina. Além disso, o anticorpo policlonal contra a cruzipaina na
diluicdo de 1:1000 também demonstrou ser capaz de reduzir significativamente (64%) o

numero de parasitos aderidos ao epitélio do intestino medio do inseto vetor, em relacdo a
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parasitos controles. Esse efeito pode ser causado por inibicdo alostérica, alterando a
conformacdo tridimensional da cruzipaina e, conseqlientemente, bloqueando os sitios de
ligagéo da enzima.

Sabe-se que o T. cruzi apresenta um alto nivel de diversidade genética entre 0s seus
diferentes isolados e os critérios para o agrupamento desses isolados estdo bem documentados
(ZINGALES et al., 2009). A avaliacdo do perfil de expressdo e atividade tanto da enzima
quanto do inibidor poderiam estar contribuindo para a heterogeneidade bioldgica observadas
entre as diferentes cepas de T. cruzi. Tripomastigotas de cultura de tecido (TCT) da cepa G
sdo menos infectivos que a cepa Dm28c ou Silvio X10/6, principalmente por causa da
atividade reduzida da cruzipaina (APARICIO, SCHARFSTEIN & LIMA, 2004). SANTOS,
C.C. et al. (2005) ao analisar diferentes isolados de T. cruzi como as cepas Dm28c, Y, Silvio
X10/6, CL e Brazil mostraram que o balanco estequiométrico da taxa molar enzima:inibidor
se preserva constante, onde a relacdo molar se manteve em 50:1. No entanto, a cepa G apesar
de apresentar niveis similares de chagasina que a cepa Dm28c, apresentou uma drastica
reducdo na atividade da cruzipaina. Com isso, a cepa G apresentou uma mudanca drastica na
taxa molar de 5:1. Esse fenotipo observado na cepa G € similar ao detectado nos parasitos
pCHAG, sugerindo que o aumento da expressdo da chagasina, altera a taxa molar deste
parasito (SANTOS, C.C. et al., 2005). Nossos resultados demostram que o T. cruzi cepa G
apresentou baixa capacidade de ligacdo ao epitélio intestinal dissecado de R. prolixus em
relacdo aos outros diferentes isolados de T. cruzi analisados: Dm28c, Y, CL Brener, sugerindo
uma mudanca bioldgica dessa cepa, provavelmente devido a baixa atividade de cruzipaina.

Parasitos pCHAG possuem capacidade reduzida de se diferenciarem em formas
tripomastigotas. Além disso, formas tripomastigotas sdo menos infectivos em células de
mamiferos in vitro do que o parasito selvagem (SANTOS, C.C. et al., 2005). No presente
trabalho, esses parasitos foram utilizados como modelo para investigar o papel da cruzipaina
na interagdo com R. prolixus. A comparacédo da adesdo do T. cruzi selvagem com amostras do
parasito transfectados apenas com o plasmideo de expressdo (pTEX) ou contendo o gene da
chagasina (pCHAG) revelou que 0s parasitos que superexpressam a chagasina apresentaram
indices de adesdo consideravelmente menores que o controle ou o parasito com o plasmideo
sem o gene-alvo, corroborando, que a cruzipaina possa participar do processo de adesdo ao
epitélio intestinal do triatomineo.

Visando dar maior abordagem bioldgica aos nossos resultados, ninfas de 5° estadio
foram alimentadas com sangue de coelho citratado infectado com T. cruzi: selvagem, pTEX e
pCHAG. Os niveis de infecgdo da ampola retal dos triatomineos foram comparados entre 0s

trés sistemas de T. cruzi acima descritos. Os resultados demonstraram que no vigésimo e
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trigésimo dias apds alimentagdo com sangue infectado por T. cruzi, parasitos transfectados
contendo o gene da chagasina (pCHAG) apresentaram baixa capacidade em colonizar a
ampola retal do R. prolixus. Por sua vez, o parasito pTEX apresentou taxas de adeséo
similares aos parasitos controle. O reto € considerado uma regido de estresse, em que se induz
a metaciclogénese no inseto vetor. Outros estudos relataram uma densidade populacional alta
do T. cruzi mais concentrada no compartimento retal do triatomineo (SHAUB 1989;
CORTEZ et al., 2002). Neste trabalho, foi observado alto indice de formas epimastigotas na
ampola retal, como também tripomastigotas metaciclicos (dados ndo mostrados), o que esta
de acordo com outros trabalhos onde se verificou alto indice de epimastigotas, formas
intermediéarias como também tripomastigotas metaciclicos (DIAS, 1934; GARCIA &
DEVORAK, 1982; GARCIA & AZAMBUJA, 1991; SCHAUB, 1989; CORTEZ et al.,
2002). Esses resultados corroboram os dados anteriores sugerindo a participacdo ativa da
cruzipaina no processo de colonizacdo com o inseto vetor. A transmissao do agente etiologico
da doenca de Chagas, T. cruzi, esta relacionada com o habito de vida hemat6fago dos vetores,
como estratégia para obter nutrientes. O T. cruzi e hemipteros provavelmente ndo co-
evoluiram para facilitar a trasmissdo da doenca de Chagas (TAKANO-LEE & EDMAN,
2002). Entretanto, para o sucesso da trasmissdo vetorial € necessario um alto grau de interacao
entre os triatomineos vetores e os parasitos. Para tal, os parasitos passam por trés estagios de
diferenciacdo no intestino do inseto vetor. Nesse contexto, o parasito sofre ao longo do seu
ciclo bioldgico, varias mudancas morfoldgicas e bioquimicas, no intuito de sobreviver no
intestino do inseto vetor, de invadir e sobreviver dentro do hospedeiro vertebrado, além de
escapar do seu sistema imunologico.

Uma vez estabelecido que a cruzipaina participa ativamente do processo colonizacao
do inseto vetor, nos propusemos a investigar o mecanismo de acdo. Nesse sentido, nds
testamos se a cruzipaina poderia atuar como um ligante direto, interagindo com possiveis
receptores no epitélio intestinal do inseto. Nossos resultados ndo comprovaram essa hipétese,
pois quando os intestinos foram pre-tratados individualmente com 1,5 pg/uL de cruzipaina
exogena ndo foi observada uma reducdo significativa no indice de adeséo as células epiteliais
do inseto vetor em relacdo ao controle. Similar efeito foi observado quando a cruzipaina foi
inativada por calor, perdendo sua conformagdo tridimensional e consequentemente sua
funcéo.

A participacdo de peptidases na adesdo dos parasitos as células hospedeiras, atuando
como ligante, foi previamente demonstrado para a metalopeptidase gp63. A acdo da gp63
promovendo a adesdo de Leishmania a macrdéfagos pode ser tanto direta, via receptor-ligante

ou indiretamente, promovendo a opsonizacdo do macrofago, pela conversdo de C3b em C3bi.
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Diversos estudos mostraram que a gp63 ou anticorpos anti-gp63 monoclonais inibiram a
adesdo do parasito ao macréfago ou a fagocitose pelo macréfago (RUSSEL & WILHELM,
1986; WILSON & HARDIN, 1988; CHANG & CHANG, 1986). Ademais, uma sequéncia
conservada SRYD possui reacdo antigénica cruzada com o peptideo RGDS da fibronectina e
0 peptideo contendo SRYD inibe a adesdo do parasito, sugerindo que essa regido pode estar
envolvida na direta ligacdo aos macréfagos do hospedeiro vertebrado (SOTERIADOU et al.,
1992). Além disso, a gp63 também parece se ligar diretamente a um receptor ainda nédo
identificado no epitélio intestinal do inseto hospedeiro de tripanossomatideos “inferiores”
(D’AVILA-LEVY et al., 2006).

Com o intuito de verificar se a inibicdo da adesdo de pCHAG pode ser potencialmente
revertida pelo suplemento de cruzipaina exdgena, parasitos pPCHAG foram incubados com
concentracdes crecentes da fracdo enriquecida da cruzipaina. Os resultados indicam que a
cruzipaina ativa na concentracdo de 1,5 pg/uL restaurou parcialmente (30%) o nivel de
adesdo do T. cruzi pCHAG ao epitélio intestinal dissecado de R. prolixus em relagdo a
parasitos pPCHAG. Interessante notar que concentragdes maiores da cruzipaina (3 pug/pL e 4,5
pg/uL) ndo potencializaram esse efeito, pelo contrario, houve uma discreta diminuicdo do
processo de adesdo ao epitélio. Esse resultado parece indicar que concentracdes muito
elevadas de cruzipaina exdgena exercem um efeito negativo sobre o processo de adesdo ao
epitélio intestinal do inseto vetor. Especulamos ainda, que a concentracdo de 1,5 pg/plL ja é
muito além de uma concentracdo fisiolégica normal da cruzipaina, portanto, pretendemos
testar em breve o efeito de concentracbes menores desta enzima.

Ensaios de citometria de fluxo com anticorpos anti-cruzipaina mostraram parasitos re-
isolados ap6s passagem em R. prolixus apresentaram uma expressdo de cruzipaina
consideravelmente maior quando comparadas com as células obtidas de cultura. Outros
estudos demostraram que uma cepa atenuada de Leishmania major mostrou contetdo
reduzido e reduzida atividade enzimética de gp63. Entretanto, apds passagem seriadas desses
parasitos em Phlebotomus duboscqi Neveu-Lemaire ou em camundongos houve uma
restauracdo da atividade proteolitica de gp63 em niveis similares a uma cepa virulenta de L.
major (SADLOVA et al., 2006). Niveis reduzidos de gp63 sdo frequentes em promastigotas
de Leishmania que se submetem a longas passagens in vitro (CHAUDHURI & CHANG
1988; LIMA et al., 2009; SANTOS-GOMES & ABRANCHES, 1996; SEAY, HEARD &
CHAUDHURI, 1996; WILSON, HARDIN & DONELSON, 1989). Outro estudo demonstrou
um aumento na expressdo da molécula similar a gp63 em Herpetomonas samuelpessoai apds
passagem pelo inseto A. aegypti, apds colonizacéo por 6 dias, atraves da analise de citometria

de fluxo. Nesse contexto, 0s parasitos crescidos no meio de cultura apresentaram 40% das
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células marcadas, ao passo que aqueles que entraram em contato com o intestino do inseto
apresentaram 95% das células marcadas com o anticorpo anti-gp63 (PEREIRA et al., 2010).
A capacidade infectiva ou viruléncia do T. cruzi consiste de caracteristicas complexas que
dependem de um conjunto de multiplos genes, de subfuncbes e de uma série de reacGes
enzimaticas. Cepas atenuadas de T. cruzi TUL 0, TCC e Y null exibem reduzido conteudo e
expressam baixos niveis de cruzipaina ativa quando comparadas com as respectivas cepas
virulentas TUL 2, Tulahuen e Y, sugerindo forte correlagcdo entre viruléncia/atenuagéo de
cepas de T. cruzi mantidas por longo tempo em cultura e a importancia das fungdes da
cruzipaina na infectividade. Esse estudo demonstrou um gradiente de infectividade exibindo
um decréscimo de atividade da cruzipaina onde cepas virulentas > y null > TCC > TUL 0.
Essas mudangas podem ocorrer de uma maneira gradual, progressiva e podem ser
acompanhadas por mutacdes pontuais no gene da cruzipaina. Analises por western blot e
atividade proteolitica demonstraram que formas epimastigotas e tripomastigotas da cepa TCC
apresentaram notavel reducdo na concentracao e atividade da cruzipaina quando comparadas
com a cepa parental Tulahuen. Ademais, a analise da sequéncia de um gene da cruzipaina no
par Tulahuen/TCC indicou 20 mudancas de aminoacidos na cepa atenuada (Duschak et al.,
2001). Por fim, nosso estudo mostra que a cruzipaina é uma das moléculas envolvidas na
interacdo com o hospedeiro invertebrado e de fato, nossos resultados demonstraram que esta
enzima do T. cruzi tem papel na colonizagdo bem sucedida nas celulas epiteliais intestinais do
inseto vetor. Em conclusdo, os resultados obtidos nesse estudo acrescentam novos
conhecimentos, nunca antes relatados, sobre a participacdo da cruzipaina do T. cruzi na
colonizacdo do inseto vetor, R. prolixus. Novas perspectivas no controle da doencga de Chagas
podem ser reveladas a partir do conhecimento de aspectos basicos da interacdo parasito-inseto
vetor. Os dados apresentados nesta dissertacdo sugerem que a cruzipaina participa ativamente

no processo de adesdo do T. cruzi com células epiteliais de R. prolixus.
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VII. CONCLUSOES

e Parasitos pré-tratados com os cinco inibidores de cisteina peptidase (cistatina,
antipaina, E-64, leupeptina e iodoacetamida) apresentaram uma taxa de adesdo ao

epitélio dissecado de R. prolixus aproximadamente 70% menor do que o controle.

e CAO074me, um inibidor especifico de catepsina B, ndo produziu uma reducao

significativa na taxa de adesao.

e O tratamento de parasitos com o inibidor especifico de catepsina L, cistatina, teve um

efeito dose-dependente sobre a taxa de adesdo.

e O tratamento de parasitos com anticorpo policlonal anti-cruzipaina (1:1000) induziu a

uma reducéo significativa (64%) na taxa de adeséo.

e T.cruzi pPCHAG apresenta baixa capacidade de ligacdo ao epitélio intestinal dissecado
de R. prolixus, enquanto o pTEX, ndo apresentou mudancas na taxa de adesdao em

relacdo ao controle in vitro, o que ndo ocorreu com parasito pTEX in vivo.

e A cepa G apresentou baixa capacidade de interacdo ao epitélio dissecado de R. prolixus

em relacdo aos diferentes isolados de T. cruzi: Dm28c, Y, CL Brenner.

e A cruzipaina ativa na concentracdo de 1,5 pg/pl restaurou parcialmente (30%) o nivel
de adesdo do T. cruzi pPCHAG ao epitélio intestinal dissecado de R. prolixus em relacdo
a parasitos pCHAG.

e A cruzipaina ndo participa como um ligante direto no processo de interag&o.

e A expressdo da cruzipaina aumentou consideravelmente ap6s a passagem dos parasitos

selvagem pela ampola retal de R. prolixus.

e Coletivamente, nossos resultados sugerem que a cruzipaina participa ativamente no
processo de adesdo do T. cruzi com celulas epiteliais de R. prolixus, através de um

mecanismo distinto ao de ligante-receptor.
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