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RESUMO

CALPAINAS EM TRYPANOSOMA CRUZI: PARTICIPACAO NO CICLO DE VIDA,
DIFERENCIACAO E INFECTIVIDADE

Vitor Ennes Vidal

DISSERTACAO DE MESTRADO

As calpainas constituem uma familia de cisteina-peptidases neutras dependentes de
calcio presentes numa ampla variedade de organismos. Em virtude da relevancia fisioldgica
dessas proteases, inibidores de calpainas ja vém sendo desenvolvidos para o tratamento de
doencas humanas e microbianas. Estudos recentes vém relatando a presenca de diversas
proteinas relacionadas as calpainas em tripanossomatideos, mas pouco se sabe a respeito das
funcBes especificas dessas proteinas nesses micro-organismos. Nesse contexto, uma vez que
os farmacos atualmente disponiveis para o tratamento da doenca de Chagas apresentam sérios
efeitos colaterais e podem ser ineficazes, inibidores proteoliticos poderiam ser uma alternativa
no tratamento desta doenca. Portanto, o presente trabalho investiga a presenca de moléculas
similares as calpainas no Trypanosoma cruzi e o efeito inibidor do inibidor Il de calpainas
(MDL28170) sobre a proliferacéo, viabilidade, diferenciagdo, ultraestrutura e interagdo das
diferentes formas do parasito com células hospedeiras em ensaios in vitro. Nossos resultados
revelam a reatividade cruzada de anticorpos produzidos contra calpainas ja bem
caracterizadas de Drosophila melanogaster, Homarus americanus e Trypanosoma brucei
contra moléculas de superficie do T. cruzi, conforme demonstrado por imunofluorescéncia e
citometria de fluxo. Em ensaios de Western Blotting foi possivel observar que o anticorpo
anti-Dm-calpaina foi capaz de reagir contra uma proteina de 80 kDa. Pesquisas realizadas no
GenBank demonstraram a presenca de 4 seqtiéncias homologas a calpaina de D. melanogaster
no genoma do T. cruzi. Essas 4 seqiiéncias foram identificadas como cisteina-peptidases de
massa molecular predita em torno de 80 kDa. Nos ensaios de inibicdo com o MDL28170 foi
possivel observar a reducdo da proliferacdo das formas epimastigotas ao longo de 5 dias de
cultura; e a reducdo significativa da viabilidade das formas tripomastigotas sanguineas dos
parasitos tratados com 25 uM do composto. O inibidor, adicionado nas concentragdes de 6,25
a 25 puM, também foi capaz de diminuir de forma dose- e tempo-dependente o nimero de
macrofagos parasitados e 0 numero de parasitas interiorizados nos ensaios de interacdo com
macrofagos peritoneais murinos. O MDL28170 em concentragdes a partir de 12,5 pM teve
ainda um efeito inibitorio significativo sobre a adesdo de formas epimastigotas ao epitélio
intestinal de Rhodnius prolixus; assim como 0s anticorpos anti-calpainas foram capazes de
inibir significativamente a interagdo com o inseto vetor. Por fim, foi possivel observar uma
reducdo significativa no processo de diferenciacdo por metaciclogénese em meio TAU e
alteracOes ultraestuturais em reservossomos, Golgi e membrana plasmatica quando formas
epimastigotas do T. cruzi foram tratadas com MDL28170. Embora mais estudos sejam
necessarios para melhor caracterizar moléculas similares as calpainas no T. cruzi, 0 nosso
trabalho acrescenta novos conhecimentos sobre as possiveis funcfes dessas moléculas e sobre
a possibilidade de utilizacao de inibidores de calpainas como uma alternativa promissora para
0 desenvolvimento de compostos mais potentes e seletivos para o tratamento da doenca de
Chagas.
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ABSTRACT

CALPAINAS EM TRYPANOSOMA CRUZI: PARTICIPACAO NO CICLO DE VIDA,
DIFERENCIACAO E INFECTIVIDADE

Vitor Ennes Vidal

DISSERTACAO DE MESTRADO

Calpains constitute a large family of calcium-regulated cytosolic cysteine peptidases
present in a broad range of organisms. Since these enzymes may participate in a variety of
physiological processes, calpain inhibitors are under development for the treatment of human
and infectious diseases. Previous works have shown the presence of a large and diverse family
of calpains in trypanosomatids, but less is known about the specific functions of these
molecules. In this context, since the current chemotherapy to treat Chagas’ disease presents
several side effects and can be ineffective, proteolytic inhibitors could be an alternative to the
treatment of this disease. In the present work, we aimed to detect calpain-like molecules in
Trypanosoma cruzi and to explore the effects of the calpain inhibitor 111 (MDL28170) on the
growth, viability, differentiation process, ultrastructure and interaction of the T. cruzi with
host cells in vitro. Our results show the cross-reactivity of molecules present on the cell
surface of T. cruzi epimastigotes and anti-calpain antibodies raised against well characterized
calpains from Drosophila melanogaster, Homarus americanus and Trypanosoma brucei.
Furthermore, an 80 kDa reactive molecule was detected by Western blotting assays using the
anti-Dm-calpain. Based on sequence analysis in GenBank, we identified 4 T. cruzi sequences
that share the same conserved domain with the fragment of the D. melanogaster calpain that
was employed to generate the anti-Dm-calpain antibody. All these 4 sequences were cysteine
peptidases of predicted molecular mass around 80 kDa. Our results on the growth pattern of
treated parasites showed that MDL28170 arrested the growth of epimastigote forms
maintained for 5 days in culture; and significantly decreased the bloodstream trypomastigotes
viability treated with 25 uM. MDL28170 at concentrations ranging from 6,25 to 25 pM was
also capable of reducing the infection of murine macrophages and the number of internalized
parasites in a dose- and time-dependent manner in the T. cruzi-macrophage interaction assay
in vitro. In addition, MDL28170 at concentrations from 12 uM on was also capable of
reducing the number of bound T. cruzi epimastigotes on the luminal surface midgut of the
insect vector Rhodnius prolixus; anti-calpain antibodies also significantly impaired this
interaction. Finally, we observed a significant decrease in the metacyclogenesis process on
TAU medium and ultrastructural disorganizations on reservosomes, Golgi and plasma
membrane from T. cruzi epimastigote forms treated with MDL28170. Although more
investigations may be necessary for better understanding the presence of calpain-like
molecules in T. cruzi, our work add new insights into the possible functions of these
molecules and into the possibility of exploring calpain inhibitors as a promising alternative to
the development of more powerful an selective drugs to treat Chagas’ disease.
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I. INTRODUCAO

1. A Familia Trypanosomatidae

A familia Trypanosomatidae pertence ao sub-reino Protozoa da ordem Kinetoplastida
que compreende um grande numero de parasitos eucariotos monoflagelados. Os
microrganismos desta familia compartilham caracteristicas singulares, como a presenca de
uma mitocéndria Unica e ramificada que percorre todo o corpo celular e cujo DNA possui um
arranjo Unico na natureza, formando o cinetoplasto. O DNA desta estrutura corresponde a 20-
30 % do DNA total, é denominado KDNA e organizado em redes de cadeias circulares,
concatenadas e compactas. Em muitos tripanossomatideos, a posicédo relativa do cinetoplasto
em relacdo ao nucleo varia de acordo com a forma evolutiva do parasito que muda de acordo
com o ciclo de vida (MASLOV & SIMPSON, 1995). O glicossoma também é uma organela
singular dessa familia e estd relacionado com o peroxissoma de organismos eucariotos
superiores. Além de tornar a transformacdo de glucose em piruvato mais eficiente em
tripanossomatideos que em outros organismos eucariotos, ja que compartimentaliza a via
glicolitica (revisto por VICKERMANN, 1994), o glicossoma também possui outras funcbes
relacionadas a biossintese de pirimidinas, recuperacdo de purinas, sintese de éter-lipidios e -
oxidacdo de &cidos graxos (revisto por MICHELS et al., 2000).

Outro componente marcante dos tripanossomatideos é o fato de apresentarem um
unico flagelo locomotor, que pode estar livre ou préximo ao corpo celular (VICKERMAN &
PRESTON, 1976). Neste caso, com o movimento flagelar esta drea da membrana é puxada
junto com o flagelo, dando a impressdo da formacdo de uma membrana ondulante
(SCHMIDT & ROBERTS, 1989). Este flagelo é composto basicamente por um axonema e
um corpo paraxial, que emerge da bolsa flagelar e se encontra ancorado a célula pelos corpos
basais associados a mitocondria (revisto por LANDFEAR & IGNATUSHCHENKO, 2001).
Em algumas espécies, o flagelo pode participar na adesdo do microrganismo aos tecidos
hospedeiros (VICKERMAN, 1994; VICKERMAN & TETLEY, 1990).

Nesta familia, o citoesqueleto é caracterizado por microtibulos subpeliculares que
formam ligagBes cruzadas entre si e com a membrana plasmatica garantindo a sustentacdo da
célula (revisto por GULL, 1999). O citoesqueleto representa barreira importante ao transporte
vesicular, logo o principal sitio de endocitose e exocitose de macromoléculas é a bolsa
flagelar, uma vez que é uma das poucas regides da membrana que ndo possui microtubulos

subpeliculares ligados (revisto por OVERATH et al., 1997). No entanto, existe uma estrutura



responsavel por processos de endocitose/exocitose, 0 citdstomo. Esta estrutura se apresenta
como uma invaginacdo da membrana plasmatica que pode atingir até a regido do nucleo
celular (DE SOUZA, 2008). A arquitetura celular de um tripanossomatideo pode ser

observada no esquema representativo da figura 1.

Flagelo

oy Reservossomo

Figura 1: Representacéo esquematica da morfologia dos tripanossomatideos
(adaptado de DOCAMPO et al., 2005).

Microtubulos subpeliculares

Atualmente, a familia Trypanosomatidae é dividida em nove géneros de acordo com
as caracteristicas morfoldgicas e a especificidade do hospedeiro: Blastocrithidia, Crithidia,
Endotrypanum, Herpetomonas, Leptomonas, Leishmania, Phytomonas, Rhynchoidomonas e
Trypanosoma. De acordo com o primeiro critério, a distincdo dos géneros € baseada nas
formas evolutivas observadas para cada género, que incluem caracteristicas como a
morfologia do corpo celular, a presenga ou auséncia de “membrana ondulante” e de flagelo
extracelular aparente, local de emerséo do flagelo e posicdo do complexo formado pelo
flagelo, bolsa flagelar, e cinetoplasto em relacdo ao nicleo (HOARE & WALLACE, 1966;
JANOVY et al., 1974; VICKERMAN & PRESTON, 1976; WALLACE, 1977; YOSHIDA et
al., 1978; VICKERMAN, 1994; TEIXEIRA et al., 1997). Quanto ao hospedeiro, 0s
tripanossomatideos podem ser divididos em monoxénicos quando desenvolvem todo o seu
ciclo de vida em apenas um hospedeiro (geralmente um invertebrado), ou heteroxénicos
guando desenvolvem o seu ciclo de vida em hospedeiros diferentes (invertebrado e planta ou

invertebrado e vertebrado). Porém, alguns estudos sugerem a criacdo de trés novos géneros



(Wallaceina, Strigomonas e Angomonas) para reagrupar os tripanossomatideos de acordo com
a sua filogenia (PODLIPAEV & ROKITSKAYA, 1999; BRANDAO et al., 2000; D’AVILA-
LEVY et al.,, 2004), reforcando a necessidade de uma revisdo taxondmica na familia

Trypanosomatidae (Figura 2).

planta vertebrado

Leishmania
Phytomonas Trypanosoma
/.} Endotrypanum

Crithidia

Leptomonas
Blastocrithidia
Herpetomonas

Rhynchoidomonas

\_J

invertebrado

Figura 2: Relacéo espécie-hospedeiro dos tripanossomatideos. Tripanossomatideos heteroxénicos alternam entre
hospedeiros invertebrados e vertebrados (setas vermelhas) ou plantas (setas verdes). O desenvolvimento dos
parasitos monoxénicos ocorre em um Unico hospedeiro invertebrado (seta azul escura), embora
tripanossomatideos de insetos ja tenham sido isolados de plantas e vertebrados (setas azuis claras). Os parasitos

com nome em destaque (preto) representam 0s novos géneros propostos (adaptado de SANTOS et al., 2007).

2. A doenca de Chagas

A historia da descoberta da doenga de Chagas se inicia no interior de Minas Gerais em
abril de 1909, quando Carlos Chagas comunicou ao mundo a descoberta de uma nova doenga
humana, seu agente etioldgico (o protozoario Trypanosoma cruzi) € o inseto que o transmitia
(triatomineo conhecido como “barbeiro”). As descobertas de Carlos Chagas, consideradas
Unicas na historia da medicina, constituiram um marco na historia da ciéncia e da salde
brasileira. Alem da contribuicdo inovadora a medicina tropical, Carlos Chagas trouxe a
publico a realidade sanitaria e social do interior do pais, chamando a atencdo sobre a
necessidade do combate as endemias do interior do pais intimamente associadas a pobreza

que estdo presentes até os dias atuais (KROPF, 2010).



Epidemiologicamente, a doenca de Chagas é prevalente em populagdes rurais, onde se
encontram milhares de insetos vetores nas moradias de adobe, e estima-se que existam cerca
de 12 a 14 milhdes de pessoas infectadas em toda América Latina (DIAS, 2007). Notével
esforco para se eliminar a transmissdo domiciliar por Triatoma infestans foi realizado no
Brasil durante as ultimas décadas, passando o pais a ser considerado livre desta modalidade de
infeccdo pela Comisséo Intergovernamental do Cone Sul (DIAS et al., 2000). Entretanto, tal
situacdo ndo considera importante os aspectos regionais. No Nordeste brasileiro, por exemplo,
ha espécies de triatomineos silvestres que se adaptam muito bem as moradias e sdo atraidos
pelas luzes das casas. A espéecie predominante é Triatoma brasiliensis, e também existem
outros vetores importantes do T. cruzi (DIAS et al., 2000; BORGES-PEREIRA et al., 2002).

A transmissdo do T. cruzi faz-se principalmente por intermédio do vetor, insetos
triatomineos em cujas fezes encontram-se as formas infectantes do parasito. Segue-se em
importancia a transmissao transfusional e a congénita, que vém se tornando cada vez mais
importante. O fendmeno 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, 0 que torna o risco de transmissdo por transfuséo
sanguinea muito alto, caso ndo haja rigoroso controle nos bancos de sangue. Embora menos
comuns, podem ocorrer ainda a transmissdo por acidente de laboratério e por leite materno
(DIAS, 2007).

As principais formas de controle para a transmissao sdo: o combate aos vetores com
produtos quimicos aplicados diretamente nas moradias e proximidades, e os programas de
melhoria de moradias rurais, que dificultam a domicializacdo dos insetos vetores (DIAS,
1986). Porém, recentemente ocorreram surtos de doenca de Chagas com forma aguda e morte
por ingestdo de formas tripomastigotas presentes em bebidas, como suco de cana e acai, em
que os insetos vetores foram triturados durante o preparo ou suas fezes contaminaram o
alimento (NOBREGA et al., 2009).

A doenca de Chagas segue como problema de saide publica por todos os paises da
América Latina, sendo que sua distribuicdo cobre quase toda América do Sul e Central
(Figura 3). A iniciativa dos paises do cone Sul em promoverem agdes para controle do vetor
foi bem sucedida, com a participacdo da Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai,
como revisto por Schofield & Dias (1999). No entanto a iniciativa, como sua persisténcia,
deve-se muito a participacdo ativa de cientistas, a0 manterem junto aos governos a atencao
voltada para o controle e prevencdo da doenga. No Brasil, com a progressiva melhora do

Sistema Unico de Saltde (SUS), houve avangos consideraveis em relacdo a atencdo aos

4



pacientes chagasicos. Tanto no que se refere ao tratamento dos cardiopatas quanto as
intervencdes cirdrgicas e colocacdo de marca-passo em cardiacos, os resultados trouxeram
maior conforto as pessoas portadoras das formas clinicas graves da doenga. Entretanto, ainda
had muito a ser feito, sobretudo em relacdo as populacbes vivendo distantes de qualquer
atencdo a saude ou possibilidade de tratamento e acompanhamento de seus problemas e
dificuldades. Entre as doencas infecto-parasitéarias, a doenca de Chagas é a quarta causa de
morte no pais sendo a faixa etdria mais atingida a de acima de 45 anos. Deve-se ainda
ressaltar que o diagnostico precoce da doenca € importante, pois ha medicamentos eficazes
para tratamento dos sintomas (NEVES et al., 2005).

Figura 3: Distribuigdo da doenca de Chagas pelo mundo. Os paises endémicos estdo marcados em vermelho
(adaptado de WHO, 2007).

A doenca de Chagas tem uma fase aguda, de curta duracdo, que em alguns doentes
progride para uma fase cronica. A fase aguda é geralmente assintomatica, e tem uma
incubacdo de uma semana a um més apds a picada. No local da picada, pode-se desenvolver
uma lesdo volumosa, o chagoma. Se a picada for perto do olho é frequente a conjuntivite com
edema da pélpebra, também conhecido por sinal de Romafa (Figura 5). Entre 20 a 60% dos
casos agudos se transformam, em 2 a 3 meses, em portadores com parasitas sanguineos
continuamente, curando-se 0s restantes. No entanto, em todos 0s casos param 0s sintomas
apos cerca de dois meses. O caso crbnico permanece assintomatico por um periodo
indeterminado. No entanto, neste periodo de bem-estar geral, o parasita se reproduz
continuamente em baixos numeros, causando danos irreversiveis em 0rgdos como o sistema
nervoso e o coracdo. No cérebro, ha frequentemente formacgéo de granulomas. Neste estagio a

doenca costuma levar ao 6bito, mesmo com tratamento, geralmente devido a cardiomiopatia


http://pt.wikipedia.org/wiki/Sinal_de_Roma%C3%B1a

(insuficiéncia cardiaca). No entanto, o tratamento pode aumentar o tempo e a qualidade de

vida (NEVES et al., 2005).

Figura 5: Crianga com chagoma caracteristico no olho direito e edema da palpebra conhecida como sinal de
Romafia. Extraido de http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/7a/Chagoma.jpg. Acessado em 15 de
maio de 2010.

O diagndstico da infeccdo pelo T. cruzi pode ser realizado da seguinte forma:
observacao microscopica, onde ha busca pelo parasita no sangue do paciente, 0 que é possivel
apenas na fase aguda ap6s cerca de 2 semanas depois da picada; o xenodiagnostico, onde o
paciente é intencionalmente picado por barbeiros ndo contaminados e, quatro semanas depois,
seu intestino é examinado em busca de parasitas; pela deteccdo do DNA do parasita por PCR
(reacdo em cadeia da polimerase); e pela deteccdo de anticorpos especificos contra o parasita
no sangue, que € Util nos casos cronicos, mas a distingdo entre estes e a cura é dificil (NEVES
et al., 2005).

3. O Trypanosoma cruzi

O género Trypanosoma é um dos mais importantes dentro da familia
Trypanosomatidae por incluir uma série de espécies causadoras de doengas humanas
importantes como o0 Trypanosoma cruzi, agente da doenca de Chagas; Trypanosoma
rhodesiense e Trypanosoma gambiense, agentes da doenga do sono; e de animais
o Trypanosoma brucei, Trypanosoma equiperdum e Trypanosoma equinum (revisto por DE
SOUZA, 2009). Com base no comportamento do parasito nos seus hospedeiros,
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principalmente no vetor, o género Trypanosoma foi dividido em dois grupos. O primeiro,
chamado de Stercoraria, inclui tripanossomos que se desenvolvem no tubo digestivo do vetor,
progredindo no sentido da porgéo intestinal com liberacdo de formas infectantes pelas fezes,
onde temos o T. cruzie o T. lewisi. O segundo, chamado de Salivaria, inclui tripanossomos
que se desenvolvem inicialmente no tubo digestivo e que posteriormente atravessam o epitélio
digestivo e atingem as glandulas salivares onde podemos encontrar as formas infectantes que
sdo inoculadas mecanicamente. Neste grupo encontramos o T. brucei, T. congolensee T.
rangeli. A grande complexidade no comportamento biologico dos tripanossomatideos do
género Trypanosoma levou a criagdo de alguns subgéneros. No caso do T. cruzi cabe
mencionar que ele pertence ao subgénero Schizotrypanum, onde também estdo incluidos
outros tripanossomos encontrados principalmente em morcegos do velho e do novo mundo,
como € o caso do T. dionisii, T. vespertilionis, T. myoti. Todos estes apresentam um ciclo
evolutivo em culturas axénicas e de células muito semelhante ao do T. cruzi (revisto por
HUGHES & PIONTKIVSKA, 2003).

Epidemiologicamente podem ser considerados trés ciclos de transmisséo vetorial do T.
cruzi. O ciclo de maior importancia € 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 peridoméstico, do qual
participam roedores, marsupiais, gatos e cdes 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, mas somente 5 espécies possuem particular

importancia na transmisséo da doenca de Chagas no Brasil (COURA & DIAS, 2009).

O ciclo de vida do T. cruzi no hospedeiro vertebrado comeca quando um animal de
sangue quente se infecta pelo barbeiro (triatomineos dos géneros Triatoma, Panstrogylus
ou Rhodnius) que elimina as formas tripomastigotas metaciclicos do parasito em suas fezes,
durante ou logo ap6s alimentar-se do sangue. Estas formas infectantes podem penetrar por
machucados na pele provocados pelo ato de cogar, pelo orificio da picada do barbeiro ou
ainda pelas mucosas, quando o homem, inadvertidamente, leva as méos contaminadas aos
olhos ou nariz. Logo ap0s a penetracdo, os tripomastigotas metaciclicos sdo fagocitados por
macrofagos, perdem o flagelo e a membrana ondulante, tornando-se amastigotas, forma sob a
qual se reproduzem por divisdo binaria até que os macréfagos fiqguem repletos de amastigotas.
Os parasitos entdo re-adquirem o flagelo e a membrana ondulante, tornando-

se tripomastigotas que rompem a célula hospedeira e disseminam-se para o restante do



organismo pela circulacdo sanguinea. Quando chegam ao coracdo, es6fago ou colon,
principais orgdos atingidos, penetram ativamente nas fibrilas musculares desses drgaos e
repetem o ciclo intracelular. Os tripomastigotas podem ainda ser fagocitados por macréfagos
nos orgdos do sistema fagocitario mononuclear (figado, baco, linfonodos, medula éssea), onde

se reproduzem novamente como amastigotas (revisto por TYLER & ENGMAN, 2001).

Em dado momento da infeccdo, os tripomastigotas sanguineos sdo ingeridos por um
novo repasto sanguineo de outro triatomineo que se alimenta de sangue humano, dando assim
inicio a parte do ciclo no hospedeiro invertebrado. Portanto, uma vez ingeridas pelo inseto as
formas tripomastigotas aderem a parede epitelial do intestino médio e se diferenciam em
epimastigotas, que sdo formas proliferativas flageladas de corpo mais largo e rigido. Apds
intensa proliferacdo, as formas epimastigotas se diferenciam novamente em tripomastigotas
metaciclicos conforme migram em direcdo ao intestino posterior do triatomineo estando
prontas para iniciar uma nova infeccdo ao hospedeiro vertebrado (revisto por TYLER &
ENGMAN, 2001). O ciclo de vida do T. cruzi pode ser visualizado na figura 4.

Doenga de Chagas: Ciclo de Vida do
Trypanossoma cruzi
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Figura 4: Representacéo esquematica do ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi nos hospedeiros vertebrados e
invertebrados. Extraido de http://upload.wikipedia.org/Chagas_ciclo_de _doencas.jpg/300. Acessado em 15 de
maio de 2010.

Diversas moléculas pertencentes ao T. cruzi e as suas células hospedeiras vém sendo

implicadas como tendo participacdo no processo de adesdo, como as glicoproteinas, 0s


http://upload.wikipedia.org/Chagas_ciclo_de%20_doenças.jpg/300

glicolipideos e as proteinas tipo lectina. Uma das moléculas mais estudadas, presente na
membrana plasmatica de formas tripomastigotas (mas também em amastigotas, embora em
menor quantidade), € uma proteina com atividade neuraminidasica e transialidasica. Esta
ultima enzima remove residuos de acido sialico de glicoproteinas, glicolipideos e
oligosacarideos presentes no meio e os transfere para moléculas aceptoras presentes na
membrana plasmatica das formas tripomastigotas. Dependendo da forma evolutiva do T.
cruzi estudada, diferentes moléculas foram identificadas como participantes do processo de
infeccdo da célula hospedeira. Nos tripomastigotas metaciclicos, por exemplo, a gp82, as
moléculas semelhantes a mucinas e a gp90, todas ancoradas na membrana plasmatica do
parasita via ancora de glicosil fosfatidil inositol (GPI), reconhecem receptores nas células
hospedeiras ainda ndo identificados e disparam a maquinaria de sinalizag&o tanto no parasito
guanto na célula hospedeira. Em seguida, apds a entrada de formas tripomastigotas, a célula
hospedeira ativa um processo de sinalizacdo que leva a um aumento transiente dos niveis
citoplasmaticos de célcio, tanto no parasito quanto na célula hospedeira. Em células
fagociticas profissionais, como o0s macrofagos, ocorre ativacdo de tirosinas cinases,
recrutamento de PI-3 cinase e actina para o local de entrada do parasito, 0 que demonstra que
o principal mecanismo de entrada é por fagocitose e que é crucial a participacdo de moléculas
das células hospedeiras. (revisto por CARVALHO, 2009). Outras enzimas, capazes de
quebrar ligacdes peptidicas e conhecidas como peptidases, também desempenham uma série
de funcdes criticas e essencias para o estabelecimento da infec¢do e persisténcia do parasito,
entre outras fun¢des (VERMELHO et al., 2007)

O T. cruzi € representado por um conjunto de populagdes que circulam em hospedeiros
mamiferos e insetos vetores denominados isolados ou cepas que apresentam grande
heterogeneidade de comportamento biolégico como, por exemplo, diferentes graus de
viruléncia para animais experimentais e humanos, variacdes na sensibilidade a drogas e
tropismo tissular. A explicacdo para esta diversidade fenotipica reside no fato do T. cruzi
ser um organismo dipléide com alta variabilidade genética entre seus diferentes isolados e
que se multiplica predominantemente por divisdo binaria. Desta forma, o genoma de cada
isolado do parasito evolui de forma independente. E interessante notar que a doenca de
Chagas também apresenta uma diversidade de apresentagdes clinicas (formas indeterminada,
cardiaca e digestiva). Assim, um grande desafio para a comunidade cientifica vem sendo
identificar marcadores genéticos dos isolados capazes de classifica-los em grupos discretos,
visando sua caracterizacdo do ponto de vista epidemiologico e de patogenia (revisto por
CAMPBELL et al., 2004). Ao longo dos anos, vérias abordagens tém sido usadas para
caracterizar a estrutura populacional do T. cruzi, visando a defini¢do do numero de subgrupos
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relevantes. Assim, estes subgrupos receberam denominagdes diferentes, incluindo:
zimodemas (MILES et al., 1977, 1978, 1981; ROMANHA et al., 1979), baseados no perfil
eletroforético de isoenzimas utilizadas como marcadores; schizodemas (MOREL et al., 1980);
biodemas (ANDRADE & MAGALHAES, 1996); clones (TIBAYRENC & AYALA, 1991);
linhagens (SOUTO et al., 1996); clados (KAWASHITA et al., 2001); e, mais recentemente,
unidades discretas de tipagem (DTUs) (TIBAYRENC, 2003) e haplotipos (HERRERA et al.,
2007). Portanto, em 23 de agosto de 2009 foi realizada uma reunido em Buzios (RJ-Brasil),
que precedeu o XIII Congresso Internacional de Protistology, para padronizacdo da
nomenclatura deste parasito. Por consenso, a comissdo de peritos reconheceu que a
nomenclatura para cepas do T. cruzi deve ser classificada em seis DTUs, T. cruzi I-VI, e
emitiu recomendacgdes com justificacdes detalhadas e suas implicacdes (ZINGALES et al.,
2009).

4. Tratamento da doenca de Chagas

O tratamento de escolha para a doenca de Chagas é frequentemente através da
administracdo de nitroimidazois (benzonidazol) e de 5-nitrofuranos (nifurtimox). Entretanto, o
nifurtimox ndo se encontra mais disponivel comercialmente no Brasil e nenhum destes
compostos é ideal para 0 combate da doenca uma vez que: ndo sdo ativos durante a fase
cronica da doenca; apresentam sérios efeitos colaterais; requerem administracdo por longos
periodos de tempo sob supervisdo médica; ha grande variacdo na susceptibilidade de isolados
do parasito a acdo destas drogas; e apresentam alto custo (FAIRLAMB, 2003; CAVALLI &
BOLOGNESI, 2009; WILKINSON & KELLY, 2009; MCKERROW et al., 2009; URBINA,
2010). O benzonidazol tem sido principalmente utilizado no tratamento de pacientes agudos e
crbnicos recentes, nos quais se observam resultados positivos médio de cura em torno de

80%, inclusive em criancas.

Drogas para o tratamento da doenca de Chagas ndo sdo do interesse de industrias
farmacéuticas, sendo os principais problemas o alto custo dos investimentos e a falta de um
mercado potencial e seguro nos paises em desenvolvimento. Desta forma, apesar da reducédo
na incidéncia da transmissdo, ainda ha desafios com dois problemas criticos: o tratamento de
pacientes na fase crénica, e a ocorréncia de novos casos agudos em algumas regides da
Ameérica Latina. De um modo geral, o desenvolvimento de uma nova quimioterapia
antiparasitaria ocorre pela investigacdo de drogas ja aprovadas para o tratamento de outras
doencas, uma vez que elas ja foram submetidas a ensaios clinicos muito dispendiosos, ou
através da determinacdo de um ou mais alvos especificos identificados em vias metabolicas
importantes para o parasito (revisto por SOEIRO & DE CASTRO, 2009; URBINA, 2009).
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Nas Ultimas décadas, estudos tém demonstrado que o T. cruzi, como a maioria dos
fungos e leveduras, requer esterdis especificos, conhecidos como ergosterdis, para sua a
viabilidade e proliferacdo celular em todas as fases do ciclo de vida. Assim, neste parasito,
etapas da biossintese de esterdis que sao divergentes em relacdo a sintese realizada por células
de mamiferos tém sido quimicamente validadas como o mais promissor alvo para o
tratamento da doenga de Chagas (URBINA, 2002; URBINA & DOCAMPO, 2003). Nesse
contexto, derivados triazélicos, como o D0870 e o posaconazol, tém-se mostrado capazes de
induzir cura em modelos murinos de fase aguda e crénica da doenca de Chagas (URBINA et
al., 1996, 1998, 2002; URBINA E DOCAMPO, 2003). Um estudo mais recente com
posaconazol demonstrou que este composto pode erradicar formas amastigotas intracelulares
do T. cruzi de cultura de cardiomidcitos e, a0 mesmo tempo, permitir a reconstituicao
completa do citoesqueleto das células hospedeiras (SILVA et al., 2006). No entanto, o
elevado custo de producdo do posaconazol e sua necessidade de administracdo oral
juntamente com uma refeicdo rica em gorduras podem limitar seu uso no tratamento de
infecgBes cronicas por T. cruzi (MORRIS, 2009). Entre os demais alvos quimioterapicos com
compostos em desenvolvimento para o tratamento da doenca de Chagas se destacam: as
diamidinas aromaticas que se associam a fenda menor do DNA em sitios ricos em AT, que
sdo capazes de interferir na funcdo do cinetoplasto em tripanossomatideos (CATERINA et al.,
2008); o sistema glutationa/glutationa redutase, que reduz os niveis de radicais livres
contribuindo para a manutencdo de um ambiente intracelular redutor (HEBY et al., 2007); a
hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase, enzima responsavel pela conversdo de bases de
purina a ribonucleotideos, essencial para a sintese de material genético nos
tripanossomatideos (WENCK et al., 2004); e as peptidases do parasito, em especial a
cruzipaina, cujos inibidores irreversiveis peptidicos tais como diazometilcetonas,
fluorometilcetonas, alilsulfonas, vinilsulfonas e vinilsulfonamidas, vém apresentando bons

resultados no tratamento de infecgdes experimentais (revisto por MCKERROW et al., 2009).

Com o conhecimento acumulado sobre a biologia e a bioquimica do T. cruzi, 0s
esforcos dirigidos a compreensao do mecanismo de acdo de potenciais compostos contra este
parasito se fazem necessarios. O desenvolvimento de novas drogas pode vir a requerer a
interacdo interdisciplinar dos diferentes campos da ciéncia como a biologia molecular e
celular, quimica, bioquimica, farmacologia e toxicologia. Os avangos da genémica, da
bioinformaética, da quimica combinatéria e das triagens automatizadas fortalecem a interacéo
entre grupos de diferentes especialidades de modo a permitir a identificacdo de compostos
eficazes com baixa toxicidade e a baixo custo de produgéo (revisto por SOEIRO & DE
CASTRO, 2009).
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5. As peptidases

As peptidases, proteases ou peptideo-hidrolases (E.C. 3.4) sdo enzimas que
quebram liga¢Bes peptidicas entre 0s aminoacidos das proteinas, clivando assim proteinas ou
fragmentos protéicos (BARRET, 1994; BARRET et al., 2001). A clivagem proteolitica é um
mecanismo comum de ativacdo ou inativacdo de enzimas que esta envolvida principalmente
na digestdo e na coagulacdo sanguinea. Como uma molécula de agua € utilizada no processo,
as proteases pertencem ao grupo das hidrolases. Muitos microrganismos podem secretar
peptidases para o meio externo com a finalidade de degradar proteinas, cujos produtos de
hidrolise sdo fontes de carbono e nitrogénio para o seu crescimento (VERMELHO et al.,
2007).

As peptidases constituem uma grande familia, podendo ser divididas em
endopeptidases ou proteinases e exopetidases, de acordo com a posicao da ligacdo peptidica a
ser clivada na cadeia peptidica. As endopeptidases atuam preferencialmente nas regibes
internas da cadeia polipeptidica; enquanto as exopeptidases atuam somente nos finais das
cadeias polipeptidicas na regido N- ou C-terminal.. As exopeptidases que atuam na regido
amino-terminal livre liberam um Udnico residuo de aminoacido (aminopeptidases), um
dipeptideo (dipeptidil-peptidases) ou um tripeptideo (tripeptidil-peptidases); ja aquelas que
atuam na regido carboxi-terminal livre liberam um Gnico aminoacido (carboxipeptidases) ou
um dipeptideo (peptidil-dipeptidases) (BOND & BUTLER, 1987). As endopeptidases podem
também ser classificadas pela natureza quimica do seu sitio catalitico, podendo ser divididas
em subclasses do tipo serina-, cisteina-, aspartico-, metalo-, treonina-, e glutdmico-peptidases.
Algumas peptidases ndo se encaixam nestas subclasses e formam a subclasse 3.4.99, de
mecanismo catalitico desconhecido (BARRET et al., 2001). O esquema da classificacdo das

peptidases pode ser observado na figura 6.
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Figura 6: Esquema da classificagdo das peptidases quanto ao tipo de reacdo catalisada e a natureza quimica do
sitio ativo (adaptado de BOND & BUTLER, 1987).

A ocorréncia de proteases é comum a todos 0s organismos, e corresponde a 1-5% de
seus conteudos genéticos e compreendendo cerca de 2% do total de proteinas (BARRET et
al., 2003). Essas enzimas estdo envolvidas numa grande variedade de reacGes metabdlicas, da
simples digestdo de proteinas do alimento a cascatas altamente reguladas (a coagulacdo, a via
do sistema complemento, as vias de apoptose, e a cascata ativadora da profenoloxidase
nos invertebrados, por exemplo). Para viabilizar o controle de tais cascatas, algumas
peptidases podem quebrar ligacGes peptidicas em sequéncias especificas de aminoacidos
(protedlise limitada), ao passo que outras degradam o peptideo integralmente (protedlise
ilimitada). A clivagem especifica de uma proteina pode tanto neutraliza-la, quanto permitir
que ela assuma uma conformacéo ativa, o que pode servir de sinalizacdo para ciclos celulares.
As funcdes desempenhadas pelas peptidases podem ser inibidas por inibidores especificos de
protease, dentro dos quais alguns possuem valores terapéuticos, o que atrai a atencdo de
inimeros grupos dedicados a obter novas informacBes sobre essas enzimas (revisto por
SOUTHAN, 2001).

O grupo extenso e heterogéneo formado pelas peptidases torna os critérios disponiveis
insuficientes para classificar e aprimorar a informacdo oriunda nos estudos para a
caracterizagdo quimica e bioquimica dessas enzimas. Visando acompanhar os avangos da
descoberta e caracterizagdo das peptidases, foi criado o sistema MEROPS
(http://merops.sanger.ac.uk), que agrupa as enzimas proteoliticas em familias de acordo com a
homologia na sequéncia de aminoacidos. As familias de mesma ancestralidade séo, por sua

vez, agrupadas em clés, sendo este tipo de informacédo determinada pela estrutura terciaria das
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peptidases (BARRET et al., 2003). Assim, as peptidases sdo agrupadas em familias de acordo
com a semelhanca da sequéncia de aminoacidos do seu sitio catalitico em relacdo a enzima
representativa da familia, que por sua vez sdo agrupadas em seguida por clds especificos, de
acordo com as semelhancas na estrutura secundaria, terciaria e na ordem dos residuos
cataliticos ou sequéncias motivo em torno dos residuos. As familias sdo representadas por
uma letra, que indica o mecanismo catalitico e um nimero. O cla é representado por duas
letras: a primeira indica o tipo de mecanismo catalitico e a segunda é adicionada
sequencialmente. As letras usadas sdao ‘A’ (aspartico), ‘C’ (cisteina), ‘M’ (metalo), ‘S’
(serina), ‘T’ (treonina), ‘G’ (glutdmico) ou ‘U’ (tipo desconhecido, do inglés, “unknown”)
(BARRET et al., 2001).

6. Peptidases no Trypanosoma cruzi

As peptidases desempenham uma série de funcbes basicas e essenciais no
metabolismo e no processo de patogénese de diversos microrganismos, cujas doencas
parasitarias representam grave problema de satde global (revisto por MCKERROW et al.,
2006). Nos parasitos membros da familia Trypanosomatidae, essas enzimas estdo envolvidas
em eventos cruciais do ciclo de vida destes parasitos, tais como a diferenciacdo e remodelacéo
do parasito nas fases de seu ciclo de vida, ativacdo ou degradacdo de enzimas ou proteinas
regulatorias e processamento nutricional de proteinas. Uma vez que os tripanossomatideos sdo
parasitos obrigatorios, as peptidases ndo poderiam deixar de estar associadas a invasao celular
através da ruptura de células hospedeiras e degradacdo do citoesqueleto, participando assim
do processo de interacdo parasito-hospedeiro. As peptidases também sdo de extrema
relevancia na prevencao da resposta imune do hospedeiro, uma vez que podem promover o
escape e a modulacdo do sistema imunol6gico por degradacdo ou ativacdo de moléculas do
sistema imune, como o sistema complemento e a coagulacdo sanguinea, além de serem
responsaveis pela variabilidade antigénica do parasito (revisto por McKerrow et al., 1993;
Sajid & McKerrow, 2002).

Entre as seis classes principais de peptidases, as mais comumente detectadas nos
tripanossomatideos sdo as metalo- e as cisteina-peptidases (BRANQUINHA et al., 1996;
SANTOS et al., 2005; VILLALTA et al., 2008). A cruzipaina é uma das principais proteases
do T. cruzi. Esta enzima consiste de uma cisteina-peptidase também conhecida como gp57/51,
que consiste em uma glicoproteina monomérica de 60 kDa altamente imunogénica e cuja
atividade maxima pode ser observada em intervalos de pH 5 a 7,5 (MURTA et al., 1990).
Esta enzima é expressa em todas as formas evolutivas de todas as cepas e clones de T.

cruzi até hoje testados, com os maiores niveis de atividade sendo detectados na forma
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epimastigota (TOMAS & KELLY, 1996), e pode também ser detectada no meio extracelular,
onde se acredita que sua forma secretada possa estar envolvida no processo de invaséo de
células hospedeiras (APARICIO et al., 2004). A participacdo desta peptidase na invasdo da
célula hospedeira e no desenvolvimento intracelular foi primeiramente descrita através do uso
de derivados de diazometano-peptidil, uma classe de inibidores irreversiveis da cisteina-
peptidases (MEIRELLES et al., 1992).

A cruzipaina possui homologia com a catepsina L de mamiferos, estando associada
principalmente ao sistema endocitico-lisossomal e reservossomas em epimastigotas (MURTA
et al., 1990; SOUTO-PADRON et al., 1990; SOARES et al., 1992). Esta enzima também esta
presente na superficie de amastigotas e epimastigotas e na bolsa flagelar das trés formas
evolutivas (SOUTO-PADRON et al., 1990). Vérias funcdes ja foram atribuidas a cruzipaina
como: degradacdo protéica, aumento da metaciclogénese in vitro (BONALDO et al., 1991,
TOMAS et al., 1997), invasdo celular (SOUTO-PADRON et al., 1990; MEIRELLES et al.,
1992; HARTH et al.,, 1993, SCHARFSTEIN et al., 2000; APARICIO et al., 2004),
multiplicacdo do parasito nas células do hospedeiro (MEIRELLES et al., 1992), no escape do
sistema imune (GRUPPI et al., 1997; BENITEZ-HERNANDEZ et al., 2010) e em processos
inflamatdrios e ativacao do sistema de morte (CAZZULO et al., 2001).

Em T. cruzi, ja foram identificadas glicoproteinas da familia das cisteina-peptidases
com massa molecular de 30 kDa que podem estar envolvidas em eventos celulares como a
diferenciacdo nas células hospedeiras e transmissdo intracelular de tripomastigotas
(CAZZULO et al., 1990; GARCIA et al., 1998). Embora apresente maior atividade
enzimatica em epimastigotas, essas glicoproteinas estdo presentes nas trés formas evolutivas
do parasito, apresentando similaridade da sua sequéncia N-terminal com a catepsina B de

humanos, Leishmania mexicana e Caenorhabditis elegans (GARCIA et al., 1998).

As proteases da classe das metalopeptidases também sdo amplamente encontradas nos
tripanossomatideos, inclusive no T. cruzi que possui uma metalopeptidase homologa a gp63
da Leishmania (Tcgp63) (CUEVAS et al., 2003). Esta glicoproteina de 60-65 kDa é
abundantemente expressa em promastigotas de Leishmania, sendo de extrema importancia no
processo de patogénese da leishmaniose (revisto por YAO et al., 2003). O T. cruzi tem 10 ou
mais genes de gp63 ou moléculas homdlogas a gp63 e sua expressao € aumentada na fase
amastigota do parasito, indicando que esta enzima possa ter um papel na sobrevivéncia e
desenvolvimento do T. cruzi no citoplasma da célula hospedeira (GRANDGENETT et al.,
2000). A Tcgp63 provavelmente estd envolvida na infeccdo de células do hospedeiro

vertebrado, uma vez que modificacbes pds-traducionais que ocorrem exclusivamente em

15



isoformas de tripomastigotas metaciclicos participam do processo de infeccdo experimental
de mioblastos (KULKARNI et al., 2009).

Outras peptidases como as pertencentes aos grupos serina e aspartico também tém sido
identificadas em T. cruzi (BURLEIGH et al., 1997; PAUGAM et al., 2003; ALVES et al.,
2005; PINHO et al., 2009). Porém, as aspartico-peptidases ainda ndo estdo bem caracterizadas
na familia Trypanosomatidae. Este grupo de peptidases esta dividido em vérias familias e
geralmente funcionam em condi¢des acidas, 0 que limita a fungdo das aspartico peptidases a
alguns locais especificos nos diferentes organismos e as tornam menos abundante do que a de
outros grupos de peptidases (DASH et al., 2003). Apesar disso, estas enzimas tém sido
isoladas e estudadas em uma ampla variedade de organismos, em vertebrados, fungos,
plantas, virus e até em bactérias (HILL & PHYLIP, 1997; JAMES, 1998; DASH et al., 2003;
TAKAHASHI et al., 2006; ALVES et al., 2005; VALDIVIESO et al., 2007; PINTI et al.,
2007). Recentemente, duas aspartico-peptidases foram identificadas e isoladas de formas
epimastigotas do T. cruzi: a cruzipsina-1 (CZP-1) e a cruzipsina-11 (CZP-I1), ambas com massa
molecular em torno de 120 kDa. Estas enzimas tiveram uma alta atividade enzimética
especifica detectada, hidrolisando substrato de catepsina B, e sendo inibidas por inibidores
especificos dessa classe de peptidases, como a pepstatina A. Contudo, as funcgdes fisiologicas
dessas enzimas ainda sdo desconhecidas e ha a necessidade de novos estudos (PINHO et al.,
2009).

Outro grupo de peptidases encontradas no T. cruzi que necessita de mais investigacoes
sdo as serina-peptidases. Uma dessas enzimas esta intimamente relacionada com os membros
da familia prolil-oligopeptidase de serina-endopeptidases de mamiferos e, assim, é
denominada oligopeptidase B (Tc-OP) (BURLEIGH et al., 1997). Formas tripomastigotas do
parasito mutantes de Tc-OP apresentam deficiéncia na mobilizacdo de calcio nas células de
mamiferos, o que prejudica o estabelecimento da infeccdo in vitro e in vivo (CALER et al.,
1998). Outra serina-peptidase amplamente estudada no T. cruzi € uma prolil-oligopeptidase
ndo-lisossomal secretada de 80 kDa conhecida como POP Tc80 (SANTANA et al., 1997).
Este enzima é encontrada em todas as formas evolutivas do ciclo evolutivo do parasito e tem
alta especificidade para colagenos humanos tipo | e 1V, o0 que sugere a participacdo da POP
Tc80 na disseminacdo do parasito no hospedeiro (JOYEAU et al., 2000), além de participar
no processo de invasdo celular (GRELLIER et al., 2001; BASTOS et al., 2005).
Recentemente, uma nova serina-peptidase também extracelular foi isolada de epimastigotas.
A nova enzima apresenta massa molecular de 75 kDa e sua localizacdo intracelular sugere

uma participacdo em eventos de protedlise nos reservossomas, embora possivelmente esta
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seja secretada pela bolsa flagelar (SILVA-LOPEZ et al.,, 2008). Portanto, peptidases
secretadas para o meio extracelular podem funcionar como um mecanismo adaptativo
importante durante o ciclo de vida dos microrganismos (MCKERROW et al., 1993; MONOD
et al., 2002; SANTOS et al., 2007).

7. As Calpainas

A familia das calpainas consiste de um grupo heterogéneo de cisteina-peptidases com
um amplo padrdo de expressdo, que inclui multiplas isoformas ubiquas no organismo e de
tecido especificos. Também denominadas CDPs (“Calcium Dependent Peptidases”), as
calpainas sdo proteases neutras dependentes de calcio cujas suas duas principais isoformas,
denominadas p- e m-calpainas, tém sido distinguidas com base nas diferencas de seus
requerimentos micro- e milimolar para ativacdo in vitro por calcio. Estas proteinas sao
formadas por duas subunidades, uma catalitica de 80 kDa de massa molecular e uma
subunidade regulatdria de 30 kDa. Ambas as subunidades contém um dominio de ligacéo para
calcio do tipo calmodulina, sendo que nas células de animais, a subunidade menor nas
isoenzimas é idéntica, enquanto que a subunidade maior apresenta identidade de sequéncia
limitada (revisto por JOHNSON & GUTTMAN, 1997). A estrutura da m-calpaina é
demonstrada na figura 7.
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Figura 7: Representacdo esquematica da estrutura da mili-calpaina (m-calpaina)
Extraido de: http://merops.sanger.ac.uk/cgi-bin/structure?mid=C02.002. Acessado em 24 de maio de 2010.

Apesar de ser tipicamente citosOlica, as calpainas tém sido descritas no espaco
extracelular de varios tecidos, e foi demonstrado que ela é ativamente secretada pelas células
(revisto por NISHIARA et al., 2001). Uma vez que essas enzimas precisam de altas
concentragcOes de célcio para ativacdo in vitro, o papel fisiologico das calpainas em eventos
mediados por célcio tem sido amplamente discutido. Portanto, a forma de ativacdo das
calpainas in vivo pode ser regulada por autoproteolise e outros fatores como ligagdo com
fosfolipideos, inibidores ou ativadores enddgenos que diminuiriam a quantidade de célcio
requerida para ativacdo (revisto GOLL et al., 2003). Além disso, estudos recentes
demonstram que p-calpaina, m-calpaina e calpaina 10 estdo presentes nas mitocondrias, onde
desempenham papéis importantes em varias condicdes fisiopatoldgicas, incluindo fendmenos

de morte por apoptose e necrose (revisto por KAR et al., 2009)

As funcdes fisioldgicas das calpainas ainda nao estdo bem esclarecidas, uma vez que
pouco se sabe a respeito da identidade de seus substratos in vivo. A existéncia dessas enzimas
e de proteinas relacionadas numa ampla variedade de organismos sugere uma funcao basica e
essencial em eventos fisioldgicos celulares, tais como remodelacdo do citoesqueleto,
modificacdo proteolitica de moléculas em eventos de sinalizagcdo celular, regulacdo da
expressao génica, degradacdo de substratos em eventos apoptoticos, proliferacdo e regulacdo

do ciclo celular. As calpainas desempenham um papel mais importante no processamento de
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substratos, ativando-os através da remocdo de dominios auto-inibitérios, do que na
degradacdo completa das proteinas (revisto por CARAFOLI & MOLINARI, 1998; GOLL et
al., 2003; MARSHALL et al., 2005; KAR et al., 2009).

A grande variedade de funcdes fisiologicas das calpainas esta relacionada a diversos
processos patoldgicos intimamente relacionados com a acdo destas enzimas. A desregulacao
de sua atividade tem sido envolvida, principalmente, em diversas desordens neuroldgicas
como o mal de Alzheimer, a doen¢a de Huntington, doenca de Parkinson e esclerose multipla
(revisto por SAEZ et al., 2006). Em pacientes com Alzheimer, as calpainas estdo envolvidas
em eventos moleculares que conduzem a hiperfosforilacdo de Tau, a principal proteina
encontrada nos arranjos fibrilares (HIGUCHI et al., 2005). Além disso, a atividade
proteolitica das calpainas sobre Tau e outras proteinas de neurofilamentos esta relacionada
com a morte celular por necrose observada nesta doenca (PARK & FERREIRA, 2005). Na
doenca de Huntington, foi identificada a acdo de calpainas, aléem da participacdo de
proteassomas e caspases. Neste caso, a acdo das calpainas gera fragmentos protéicos toxicos
que levam a danos neuronais (GAFNI & ELLERBY, 2002). O aumento no nivel de
marcadores da atividade de calpainas in vivo, como os gerados pela clivagem da oll-
espectrina, abundantes em neurénios, tem sido observado em condic¢des de injarias hipoxicas
e isquémicas do cérebro, coracdo e pulmbes (VANDERKLISH & BAHR, 2000). Em outros
processos patolégicos como no cancer (ATENCIO et al., 2000), na catarata (BISWAS, 2004)
e nas infeccdes virais (UPLA et al., 2008), a atividade desregulada das calpainas também esta
associada (revisto por SAEZ et al., 2006). Sendo assim, a participacdo das calpainas em
diferentes eventos celulares, o envolvimento em diversas doencas humanas, as caracteristicas
moleculares e o mecanismo de acdo destas enzimas fazem com que estas se tornem

interessantes alvos para o desenvolvimento de drogas.

Um avanco significativo no estudo de homologos das calpainas veio através do avango
das técnicas de manipulacfes genéticas que permitiram a descoberta destas moléculas em
outros organismos e uma maior facilidade de determinacdo de suas funcGes. Atraves dessas
analises, foi demonstrado, por exemplo, que o gene tra-3 esta envolvido na cascata de
determinacdo do sexo em Caenorhabditis elegans (DEAR et al., 1997). Enquanto que em
Drosophila melanogaster, foi descoberto que a proteina Sol esta envolvida com o
desenvolvimento do sistema nervoso, uma vez que o gene sol defectivo leva a uma
degeneracdo especifica nos lobos oticos, resultando numa reducdo do tamanho dos lobos
Oticos e na auséncia de certas classes de neurénios (KAMEI et al., 1998). Também foi

possivel demonstrar que a adaptacdo a ambientes alcalinos no fungo Aspergillus nidulans
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requer atividade da proteina PalB, que é homologa a superfamilia das calpainas (revisto por
SORIMACHI et al., 1997; FRANZ et al., 1999; SAEZ et al., 2006). Nos protozoarios
Plasmodium falciparum e Toxoplasma gondii, agentes causadores da maléria e toxoplasmose,
respectivamente, foi observada a utilizacdo de calpainas das células hospedeiras para facilitar
0 escape do vacuolo parasitéforo e/ou membrana plasmatica hospedeira. A imunodeplecao ou
a inibicdo da calpaina-1 da célula hospedeira impediu o escape de P. falciparum, e um efeito
similar foi observado em T. gondii pela supressdo ou delecdo dos genes das calpainas de
fibroblastos (CHANDRAMOHANADAS et al., 2009).

8. Calpainas nos tripanossomatideos

Estudos voltados para a descoberta de moléculas homologas as calpainas em
microrganismos vém descrevendo a presenca de calpainas na familia Trypanosomatidae. O
primeiro relato de atividade proteolitica relacionada com calpainas em tripanossomatideos
ocorreu no género Leishmania, onde uma cisteina-peptidase dependente de célcio foi
detectada nas formas promastigotas de L. donovani. Esta enzima foi denominada
caldonopaina devido a sua similaridade bioquimica com a familia das calpainas, embora a
reacdo cruzada ou homologia com genes de outras calpainas ndo tenha sido reportada
(BHATTACHARYA et al., 1993). Apesar da identidade da proteina néo ter sido confirmada,
posteriormente foi demonstrado que a atividade da caldonopaina facilitaria a invasdo de

macrofagos por L. donovani (DEY et al., 2006).

O tripanossomatideo cuja caracterizacdo de homodlogos de calpainas estd mais
avancada é o Trypanosoma brucei. Uma proteina associada ao citoesqueleto (CAP5.5) com
similaridade com a regido catalitica das calpainas foi identificada neste protozoario,
entretanto, ndo foi verificado se a proteina apresentava atividade enzimética (HERTZ-
FOWLER, et al., 2001). A CAP5.5 ¢é detectada exclusivamente nas formas prociclicas do
parasito e foi, de fato, o primeiro homdélogo de calpaina caracterizado em tripanossomatideos.
Posteriormente, 0 mesmo grupo descreveu em tripomastigotas metaciclicos a expressao
aumentada de uma variante analoga desta proteina, denominada CAP5.5V. Neste trabalho foi
demonstrado que ambos homélogos de calpainas, CAP5.5 e CAP5.5V, estdo relacionados a
correta morfogénese do T. brucei, conforme foi observado em estudos ultraestruturais com
parasitos silenciados para essas duas proteinas (OLEGO-FERNANDEZ et al., 2009). Mais
recentemente, um estudo sobre a expresséo e localizagéo celular dos homologos de calpainas
descritos no genoma do T. brucei demonstrou mais uma vez haver uma expressao

diferenciada destas moléculas nas diferentes fases do ciclo de vida do parasito. Também foi
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relatada a relacdo das modificacGes pos-traducionais com a localizagéo celular dos homdélogos

de calpainas expressos nas diferentes formas evolutivas (LIU et al., 2010).

Ap0s a caracterizagdo da proteina CAP5.5 nas formas prociclicas do T. brucei (Hertz-
Fowler et al., 2001), Ersfeld e colaboradores (2005) mostraram a presenca de uma grande e
diversa familia de proteinas relacionadas as calpainas nos tripanossomatideos T. brucei, T.
cruzi e L. major. Essas proteinas foram classificadas em cinco grupos com base em suas
caracteristicas estruturais. Os membros dos grupos 1 e 2 apresentam quatro dominios e sdo
denominadas proteinas calpaina-like (CALPSs), destacando-se por seus dominios N-terminal:
enquanto o grupo 1 contém o dominio 1, que é altamente conservado em tripanossomatideos,
0 grupo 2 contém os dominios ndo-conservados I". A caracterizacdo dessas sequéncias
revelou que o dominio responsavel pela atividade catalitica, o dominio II, estd bem
conservado, embora os residuos de aminoacidos criticos para a atividade catalitica estejam
alterados. Embora os sitios de ligacdo do calcio também estejam ausentes no dominio IV, em
ambos 0s grupos, os residuos de aminoacidos que sdo essenciais para a ligacdo do calcio
dentro do dominio Il em calpains de mamiferos estdo conservados em algumas sequéncias
desses protozoarios. Os membros do grupo 3 sdo conhecidos como proteina de
kinetoplastideos relacionadas as calpainas (SKCRPs — samll kinetoplastid calpain related
protein), consistindo apenas do dominio 1. Seis SKRCPs foram encontrados em T. brucei,
nove em T. cruzi e dez em L. major, com um comprimento médio de cerca de 200
aminoacidos. Este  dominio ndo mostrou semelhancas com outras proteinas bem
caracterizadas e ndo ha nenhuma indicacdo quanto a sua funcdo. Os grupos 4 e 5 contém
sequéncias de calpainas altamente divergentes ainda ndo estudadas: no grupo 4, as proteinas
sdo caracterizadas pela presenca de trés repeticbes de dominios Il e Ill, e no grupo 5 por
repeti¢des N-terminais dos dominios Il e 111 (ERSFELD et al., 2005).

Boa parte dos avancos no estudo das calpainas nos tripanossomatideos se deve ao
sequenciamento do genoma desses microrganismos, que permitiu a identificacdo de diversas
sequéncias com homologia as calpainas (ERSFELD et al., 2005). Em cepas de L. donovani,
por exemplo, a analise da sequéncia de seis clones gendbmicos demonstrou a existéncia de
diferencas na expressdo de uma proteina tipo calpaina em isoladas de pacientes que haviam
desenvolvido leishmaniose visceral e leishmaniose cutinea pos-calazar (PKDL) quando
comparada com pacientes que apresentavam o quadro original de leishmaniose visceral. O
homologo de calpaina identificado neste estudo é um polipeptideo pequeno, de
aproximadamente 14 kDa, similar ao encontrado em T. brucei (CAB95480) (SALOTRA et

al., 2006). Em seguida, foi reportado por analises protedbmicas a presenca de uma proteina
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relacionada a calpaina (SKCRP-14.1) intimamente envolvida com o programa de morte
celular induzido por drogas, onde esta proteina promove a apoptose induzida por antimoniais
e previne a apoptose induzida pela miltefosina (VERGNES et al., 2007).

No T. cruzi, até o0 momento, pouco foi descrito a respeito de moléculas homdlogas as
calpainas. Atraves de andlises protedmicas, um estudo recente identificou a presenca de
proteinas tipo calpainas em cepas de T. cruzi resistentes ao benzonidazol. A expressao da
proteina similar & calpaina identificada foi 21 vezes maior nas amostras de cepas resistentes
selecionadas in vivo, enquanto que as cepas resistentes in vitro ndo apresentaram diferenga na
expressao desta proteina (ANDRADE et al., 2008). Posteriormente, GIESE e colaboradores
(2008) clonaram um gene pertencente a familia das calpainas em T. cruzi, denominado
TcCALPx11, que corresponde a uma proteina hipotética de 80 kDa (XP_816697.1) especifica
das formas epimastigotas, submetidas ao estresse nutricional que precede a metaciclogénese.
Nenhuma atividade proteolitica foi verificada para este homologo de calpaina do T. cruzi, e a
sua expressdo diferenciada sugere que a proteina poderia estar exercendo um papel na
resposta ao estresse e/ou na transducdo de sinal durante o processo de diferenciacdo do
parasito (GIESE et al., 2008).

Nesse contexto, nosso grupo se envolveu no estudo de homologos das calpainas em
tripanossomatideos. D’AVILA-LEVY e colaboradores (2003) ao investigarem as proteinas
secretadas para o meio extracelular de uma cepa apossimbidtica Crithidia deanei se
depararam com uma cisteina-peptidase que migrava na faixa de 80 kDa. Este protease foi
purificada e caracterizada como uma enzima neutra dependente de céalcio que poderia ser
completamente inibida por E-64 e EGTA, apresentando assim caracteristicas semelhantes a
familia das calpainas. Outra evidéncia da relacdo desta enzima com a familia das calpainas foi
obtida através da reacdo cruzada contra um anticorpo especifico para uma calpaina de
Drosophila melanogaster (anti-Dm-calpaina). Em um estudo voltado para a busca de
calpainas em Leishmania amazonensis, nosso grupo identificou uma molécula homdloga a
calpaina na superficie celular de formas promastigotas reativa contra o anti-Dm-calpaina. No
mesmo estudo pode-se observar o efeito do potente inibidor de calpaina Il1 (MDL28170)
sobre a taxa de multiplicacdo do parasito. Este inibidor foi capaz de promover notaveis
alteracOes celulares, culminando com a morte do parasito (D'AVILA-LEVY et al., 2006).
Recentemente, PEREIRA e colaboradores (2009) também demonstraram a presenca de uma
proteina similar a calpaina de D. melanogaster em promastigotas de Herpetomonas
samuelpessoai, a qual era modulada ao longo do processo de diferenciacdo celular neste

tripanossomatideo monoxénico. Sendo assim, uma melhor caracterizacdo das calpainas em
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tripanossomatideos monoxénicos e heteroxénicos poderd ajudar a determinar as funcGes
destas moléculas na familia Trypanosomatidae colaborando para um maior entendimento das

fungdes desempenhadas por estas moléculas.
9. Inibidores Proteoliticos

Essenciais participantes de uma sequéncia extremamente regulada e orquestrada de
eventos denominados de cascata proteolitica, as peptidases estdo envolvidas na regulacéo de
uma grande variedade de processos metabolicos e fisiologicos essencias em todos 0s seres
vivos. Estas enzimas estdo envolvidas, por exemplo, em eventos como a coagulagéo
sanguinea, a apoptose mediada por caspases, a cascata de reacdo das metalopeptidases de
matriz (MMP) e a cascata do sistema complemento. Entretanto, a ativacdo desregulada das
peptidases nestes eventos pode levar a graves patologias, como artrite, cancer, esclerose
maltipla, osteoporose, doengas cardiovasculares, entre outras. Portanto, em vista da
importancia das peptidases, as industrias farmacéuticas e a comunidade cientifica tém
dedicado grandes esfor¢os no estudo destas enzimas visando o desenvolvimento de drogas

efetivas para o tratamento destas patologias (revisto por AMOUR et al., 2004).

Além disso, as peptidases sdo fatores de viruléncia cruciais em um grande namero de
microrganismos, portanto, os inibidores proteoliticos tém sido explorados no controle e
prevencdo de infeccbes (MCKERROW et al., 1993; ABAD-ZAPATERO et al., 1996;
PORTER & SCULLY, 1998; RAO et al., 1998; MUNRO & HUBE, 2002; VERMELHO et
al., 2007). O caso de aplicacdo destes inibidores no tratamento de doencas infecciosas que
mais atraiu a atencdo dos pesquisadores consiste no uso dos inibidores de aspartico-peptidases
do virus da imudeficiéncia humana (HIV) para o tratamento da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) (HO et al., 1995). Estes inibidores ndo s6 demonstraram eficiéncia contra a
AIDS, como também foram capazes de reduzir drasticamente o numero de infeccGes
oportunistas nos pacientes (PALELA et al., 1998). Portanto, outros inibidores de aspartico-
peptidases vém sendo desenvolvidos como possiveis agentes terapéuticos, como os inibidores
da plasmepsina para o tratamento da malaria, e os inibidores das SAPs (secreted aspartic

peptidases) para o tratamento da candidiase (revisto por DASH et al., 2003).

Nos tripanossomatideos, a classe de peptidases que recebe maior atencdo como
possivel alvo para o desenvolvimento de novos quimioterapicos é a da cisteina-peptidase.
Estas enzimas foram escolhidas porque possuem atividade proteolitica proeminente nos
parasitos e atividade estagio-especifica. Estudos com mutantes ou com inibidores de cisteina-

peptidases revelaram que estas enzimas estdo envolvidas com a viruléncia dos parasitos,
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através da modulacéo da resposta imune do hospedeiro, diferenciacdo do parasito, invasao das
células hospedeiras e sobrevivéncia (revisto por MOTTRAM et al., 1998; VERMELHO et
al., 2007). Nesse contexto, inibidores irreversiveis da cruzipaina, que € a principal cisteina-
peptidase do T. cruzi, tais como diazometilcetonas, fluorometilcetonas, alilsulfonas,
vinilsulfonas e vinilsulfonamidas vém sendo investigados como potenciais agentes
quimioterapicos para o tratamento da doenca de Chagas (revisto por SOEIRO & DE
CASTRO, 2009). O inibidor que apresenta resultados mais promissores é o K777 (N-
piperazinil-F-Ala-homoF-Ala-vinilsulfona-fenila), que tem sido utilizado no tratamento da
infeccdo causada por T. cruzi em culturas de células e em modelos de camundongos que
apresentavam doenca de Chagas. Além disso, este inibidor pode ser administrado por via oral,
e estudos toxicoldgicos mostraram que € significantemente seguro para uma terapia (ENGEL
et al, 1998a). O tratamento de camundongos infectados com o K777 levou a reducdo da carga
parasitaria e das lesdes cardiacas, enquanto que em cdes da raca Beagle foi observado uma

regressdo do dano do miocérdio induzido pela infecgdo por T. cruzi (BARR et al., 2005).

Os inibidores proteoliticos podem ter efeito terapéutico seletivo em doengas de origem
microbiana (SELZER et al., 1999), apesar de existir uma relativa homologia entre as enzimas
proteoliticas encontradas em tripanossomatideos e em mamiferos (BARRETT et al., 2001).
Porém, as células do hospedeiro apresentam redundéncia de genes codificando atividade
proteolitica, 0 que ndo ocorre nos parasitos, que aparentemente concentram o inibidor no seu
citoplasma (SELZER et al., 1999). Além disso, algumas das propriedades das peptidases dos
tripanossomatideos diferem significativamente das peptidases homologas de mamiferos, o que
facilita a busca por inibidores seletivos (revisto por SAJID & MCKERROW, 2002). Além
disso, compostos eficientes devem ter uma boa afinidade de ligacdo, com alta seletividade
entre as numerosas peptidases presentes nos sistemas bioldgicos para evitar efeitos colaterais
graves (revisto por CAZZULO et al., 2001). Portanto, inibidores de atividade proteolitica

podem ser uma alternativa a terapia convencional em doengas causadas por protozoarios.

Particularmente, as calpainas chamam a atencdo pelos extensos estudos que implicam
0 aumento desregulado da atividade destas enzimas num amplo espectro de importantes
doengas e processos biologicos, o que justificam a existéncia de numerosos grupos de
pesquisa dedicados ao estudo dessas enzimas. Nesse contexto, um grande esforco tem sido
feito no campo de pesquisa para desenvolver um meio de identificar inibidores seletivos de
calpainas, uma vez que muitos destes também inibem outras cisteina-peptidases, serina-
peptidases ou até mesmo o proteossomo. Os inibidores de calpainas sintéticos podem ser

subdivididos em peptidicos e ndo-peptidicos. Estes primeiros podem ser também subdivididos

24



em reversiveis (peptideo-aldeidos e peptideo acetamidas) e irreversiveis (peptideo epdxidos),
mas ambos compartilham o mesmo mecanismo de acdo, que consiste na formacéo da ligacéo
covalente entre o grupo tiol (-SH) da cisteina do sitio ativo e o centro eletrofilico do inibidor.
Acredita-se que os inibidores reversiveis sao mais apropriados, em virtude da distribuicéo
ubiqua das diferentes isoformas das calpainas e da sua inibicdo ndo-seletiva (revisto por
SAEZ et al., 2006). Um dos maiores desafios encontrados no desenvolvimento de inibidores
de calpaina é a permeabilidade celular, que vem sendo resolvido, por exemplo, através da
esterificacdo do grupo carboxil com os grupos lipofilicos durante a sintese quimica da
molécula (DONKOR, 2000; CARRAGHER, 2006). Quanto a seletividade, os peptideos
epoxidos e aldeidos sdo relativamente mais seletivos para as cisteina-peptidases em
comparagao com as serina-peptidases, mas apresentam baixa seletividade para calpainas sobre
outras peptidases (Barret, 1994). Os peptideos cetoamidas, como os derivados de morfolina
(ieAK275, AK295), benzodioxothianzines (derivado do SJA-6017) e cromonas, sdo altamente
especificos para calpainas quando comparados com outras cisteina-peptidases, e
correspondem a terceira geracdao de inibidores de calpainas desenvolvidos para melhorar a
poténcia, a permeabilidade celular e a seletividade (NEFFE & ABELL, 2005). A quarta
geracdo de inibidores de calpainas é constituida pelos inibidores ndo-peptidicos, que possuem
uma maior estabilidade, seletividade e perfis farmacol6gicos que os inibidores peptidicos.
Esta classe de compostos sdo inibidores reversiveis ndo-competitivos que ndo séo dirigidos
contra o sitio ativo da enzima, mas que interagem com dominios calpainas relevantes para a
sua ativacdo (CARRAGHER, 2006).

Apesar de todo o esforco voltado para o desenvolvimento de diversos inibidores das
quatro geracdes nos ultimos anos, nenhum inibidor de calpainas foi aprovado em todas as
fases de triagem clinica, embora venham apresentando resultados promissores na
experimentacdo animal (revisto por WANG et al., 2006). Os quelantes de célcio aprovados
pela FDA, como o EDTA, j& vem sendo utilizados para remogao de metais pesados em casos
de envenenamento e em tratamentos de autismo e poderiam ser uma alternativa como
inibidores de calpainas, entretanto os recentes relatos de mortes associadas ao tratamento com
esses compostos vem tornando sua utilizacdo controversa (BROWN et al., 2006; BAXTER
& KRENZELOK, 2008). O inibidor de calpainas utilizado neste estudo ¢ MDL28170 (Z-Val-
Phe-CHO), também conhecido como inibidor Ill de calpainas. Este inibidor apresenta alta
permeabilidade celular, um mecanismo de acdo reversivel e atua de forma competitiva se
ligando ao sitio catalitico das calpainas. A estrutura quimica do MDL28170 esta representada

na figura 8.
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Figura 8: Estrutura quimica do inibidor de calpainas MDL28170
Extraido de: http://merops.sanger.ac.uk/cgi-bin/smi_summary?mid=J00044. Acessado em 24 de maio de 2010

Os inibidores proteoliticos disponiveis comercialmente e analogos, especificamente
desenhados por modelagem molecular a partir do maior conhecimento bioquimico e estrutural
das moléculas alvo, devem ser avaliados com o objetivo de se descobrir inibidores com curta
duracdo de tratamento, de administracdo oral, mas potentes e com baixo custo para o

tratamento da doenga de Chagas.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo geral identificar moléculas similares as
calpainas em Trypanosoma cruzi e avaliar a influéncia do inibidor Il de calpainas sobre o

ciclo de vida, diferenciacéo e infectividade destes flagelados.
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3. RESULTADOS

Os resultados obtidos nesta dissertacdo deram origem aos seguintes artigos:

1. Sangenito LS#, Ennes-Vidal V#, Marinho FA, Da Mota FF, Santos ALS, d’Avila-Levy
CM, Branquinha MH (2009) Arrested growth of Trypanosoma cruzi by the calpain inhibitor
MDL28170 and detection of calpain homologues in epimastigote forms. Parasitology

136(4):433-411. # Os autores contribuiram igualmente para este trabalho.

2. Ennes-Vidal V, Menna-Barreto RF, Santos ALS, Branquinha MH, d'Avila-Levy CM
(2010) Effects of the calpain inhibitor MDL28170 on the clinically relevant forms of

Trypanosoma cruzi in vitro. Journal of Antimicrobial Chemotherapy: in press.

3. Ennes-Vidal V, Menna-Barreto RF, Santos ALS, Branquinha MH, d'Avila-Levy CM
(2010) MDL28170, a potent calpain inhibitor, affects T. cruzi metacyclogenesis, ultrastructure
and attachment to the luminal midgut surface of Rhodnius prolixus. Submetido para

publicacdo na revista eletrénica Plos Neglected Tropical Diseases.
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Artigo 1: Arrested growth of Trypanosoma cruzi by the calpain inhibitor MDL28170 and

detection of calpain homologues in epimastigote forms

Sangenito LS#, Ennes-Vidal V#, Marinho FA, Da Mota FF, Santos ALS, d’Avila-Levy
CM, Branquinha MH.

# Esses autores contribuiram igualmente para este trabalho.

Parasitology 136(4):433-411, 2009

Este primeiro artigo trata dos primeiros 4 objetivos da dissertacdo, onde pudemos
identificar moléculas homdlogas as calpainas nas formas epimastigotas de diferentes
linhagens do Trypanosoma cruzi e verificamos o efeito do inibidor 111 (MDL28170) de
calpainas sobre esses parasitos. A identificacdo das moléculas similares as calpainas foi
verificada através da reatividade cruzada dos anticorpos direcionados contra as calpainas de
Drosophila melanogaster e Trypanosoma brucei, observados por citometria de fluxo. O anti-
Dm-calpaina também foi capaz de reagir contra uma proteina com massa molecular ao redor
de 80 kDa no ensaio de Western Blotting. Quando analisamos a homologia existente entre
proteinas do T. cruzi e a proteina utilizada para gerar o anticorpo anti-calpaina de D.
melanogaster, n6s pudemos observar que o0 parasita apresenta 4 sequéncias com similaridade
a calpaina do inseto em seu genoma, e massa molecular predita em torno de 80 kDa, 0 que
reforca a possibilidade do anticorpo estar reconhecendo calpainas no T. cruzi. O efeito do
inibidor 1ll de calpainas (MDL28170) foi verificado em epimastigotas de trés linhagens
evolutivas diferentes do T. cruzi, com pequenas variagdes entre as mesmas. O inibidor teve
um efeito tripanostatico, uma vez que epimastigotas lavados e cultivados em novo meio livre
de drogas retomam seu crescimento. Por fim, verificamos a queda na expressao da cruzipaina
pelo ensaio dec citometria de fluxo nos parasitos tratados com a concentragdo do ICsy do
MDL28170. Os resultados desse trabalho motivaram nosso grupo a continuar estudando a
presenca desses homdlogos de calpainas ainda pouco caracterizados no T. cruzi e os efeitos do
inibidor de calpainas sobre as diferentes formas evolutivas do parasito. A primeira autoria do
artigo ficou dividida com um aluno colaborador do Laboratério de Bioquimica de Proteases
do Instituto de Microbiologia da UFRJ, que desenvolveu um trabalho similar durante sua
monografia, uma vez que ambos contribuiram igualmente nos resultados e na preparacdo do

artigo.
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SUMMARY

In this paper, we aimed to explore the effects of the calpain inhibitor ITT (MDL28170) and to detect calpain-like molecules
(CALPs) in epimastigote forms of Trypanosoma cruzi isolate Dm28c. MDL28170 at 70 um promoted a powerful reduction
in the growth rate after 48 h. The ICj;y value was calculated to be 31:7 um. This inhibitor promoted an increase in the
cellular volume, but not cell lysis, resulting in a trypanostatic effect. 7. cruzi CALPs presented a strong cross-reactivity
with anti-Drosophila melanogaster calpain and anti-cytoskeleton-associated protein from Trypanosoma brucei antibodies,
and labelling was found mainly intracellularly. Furthermore, an 80 kDa reactive protein was detected by Western blotting
assays. No significant cross-reactivity was found with anti-human brain calpain antibody. The expression of CALPs was
decreased in cells kept for long periods in axenic cultures in comparison to a strain recently isolated from mice, as well as in
MDIL28170-treated cells, the latter being paralleled by an increased expression of cruzipain. Different levels of CALPs
expression were also detected in distinct phylogenetic lineages, like Y strain (lineage T'CI), Dm28c (T'CII) and INPA6147
strain (Z3 zymodeme). These results may contribute for the investigation of the functions of CALPs in trypanosomatids.

Key words: Trypanosoma cruzi, calpain, peptidase, inhibitor.

INTRODUCTION obtained in axenic culture, and has been used for this
reason in most biochemical studies performed on the
parasite (Cazzulo et al. 2001).

Peptidases of microbial

Trypanosoma cruzi is the aetiological agent of Chagas
disease, also known as American trypanosomiasis.
Chagas disease affects from 16 to 18 million people in
the Americas, causing 21000 deaths yearly and 40
million are at risk of infection throughout Central
and South America (WHO, 2005). The life cycle of
the parasite involves several stages of differentiation;
in the mammalian host, the parasite has an obligate
intracellular replicative form, the amastigote, and a

pathogens, including
T. cruzi, have attracted the attention of many lab-
oratories because of their roles in pathogenesis
(Cazzulo et al. 2001 ; Vermelho et al. 2007), but less is
known about the presence of a group of peptidases,
the calpains. These enzymes constitute a large family
of calcium-dependent cytosolic cysteine peptidases
that have been characterized mainly in humans
and that exist in 2 major isoforms, m-calpain and
u-calpain, which require millimolar and micromolar
concentrations of Ca?™", respectively, for their acti-
vation. The role of calpain remains poorly under-
stood, but it may participate in a variety of cellular
processes, including the rearrangement of cytoskel-
etal proteins, different signal transduction pathways
and apoptosis (Goll et al. 2003). Calpain activation in
humans seems to be increased during normal ageing

non-replicative form, the bloodstream trypomasti-
gote. The major forms present in the insect vector
are also a replicative stage, the epimastigote, and a
non-replicative stage, the infective metacyclic trypo-
mastigote. The epimastigote form can be readily

* Corresponding author: Departamento de Microbiologia
Geral, Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goes,
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFR]), Centro de
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and in muscular dystrophy, cataract, arthritis and
Alzheimer’s disease, and in many acute traumas.
A variety of calpain inhibitors are under develop-
ment and the potential clinical utility of these
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inhibitors has been shown to treat Alzheimer’s dis-
ease (Battaglia et al. 2003) and to minimize neuronal
death after ischaemia (Hayes et al. 1998).

The presence of large numbers of calpain-related
proteins (CALPs) in trypanosomatids has been re-
vealed by some groups, although there are no data as
yet on the specific functions of the calpain-like pro-
teins in these microorganisms (Hertz-Fowler et al.
2001 ; Ramos et al. 2004 ; Ersfeld et al. 2005 ; Salotra
et al. 2006; Vergnes et al. 2007 ; Andrade et al. 2008).
Our group became involved in the study of these
proteins though the purification of a proteolytically
active CALP in the culture supernatant of the insect
trypanosomatid Crithidia deanei, yet its function was
not addressed (d’Avila-Levy et al. 2003). More re-
cently, our group investigated the effect of calpain
inhibitor 111 (MDL28170), a potent calpain inhibi-
tor, on the growth of Leishmania amazonensis. 'This
inhibitor promoted cellular alterations and arrested
the cellular growth of the parasite, and a CALP was
identified and detected on the cell surface of the
flagellate (d’Avila-Levy et al. 2006 a).

In this paper, we extended our studies on the
presence of CALPs in trypanosomatids by in-
vestigating the inhibitory capability of MDIL.28170
against T. cruzi, aiming to show its effects on the
growth and morphology of epimastigote forms. In
addition, we have demonstrated the presence of
calpain homologues in 3 distinct 7. cruzi strains.

MATERIALS AND METHODS
Parasites and cultivation

Epimastigotes of Trypanosoma cruzi Dm28c (lineage
TCII), Y (lineage TCI) and INPA 4167 (Z3 zymo-
deme) strains were grown in 3:7% brain heart
infusion medium supplemented with 10% heat-
inactivated fetal bovine serum at 28 °C for 4 days to
reach late-log phase growth. Alternatively, epimasti-
gote forms of Dm28c were obtained from the dif-
ferentiation of trypomastigotes after a blood passage
in mice; in this case, epimastigotes were kept for no
more than 3 passages in the axenic culture.

Effects of the calpain inhibitor on growth rate
and cell morphology

The effects of calpain inhibitor III (MDL28170;
7Z-Val-Phe-CHO; purchased from Calbiochem,
San Diego, CA, USA) on epimastigotes of T'. cruzi
were assessed by a method similar to that pre-
viously described elsewhere (d’Avila-Levy et al.
2006 a). Briefly, epimastigotes were counted using a
Neubauer chamber and resuspended in fresh me-
dium to a final concentration of 5 x 108 viable epi-
mastigotes per ml. The viability was assessed by
mobility and lack of staining after challenging with
trypan blue. MDL.28170 was added to the culture at
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final concentrations in the 10-70 uM range (starting
from a 5 mM solution in dimethylsulfoxide (DMSO)
that was serially diluted in culture medium). A di-
lution of DMSO corresponding to that used to pre-
pare the highest drug concentration was assessed in
parallel. After incubation for 24, 48, 72 and 96 h at
28 °C, the number of viable, motile epimastigotes
was quantified by counting the flagellates in a
Neubauer chamber. Alternatively, parasites grown
for 72 h in the absence and in the presence of the
calpain inhibitor were washed 5 times in cold phos-
phate-buffered saline (PBS; 150 mm NaCl, 20 mm
phosphate buffer, pH 7-2) prior to resuspension in a
drug-free fresh medium and allowed to grow for
another 72 h, in order to evaluate the trypanocidal or
trypanostatic effect. The number of live epimasti-
gotes was evaluated as well as cell morphology (after
Giemsa staining) under optical microscopy at 24-h
intervals (Mendonga-Filho et al. 2004). The 50%
inhibitory concentration (ICjsy) was evaluated after
72 h. This value was determined by linear regression
analysis, by plotting the number of viable epimasti-
gotes versus log drug concentration by use of Origin
Pro 7.5 computer software.

Identification of CALPs by Western blotting

T. cruzi Dm28c cells were collected by centri-
fugation (500 g/5 min/4 °C) and washed 3 times with
cold PBS. Trypanosomes (10® cells) were resus-
pended in 100 ul of PBS and lysed by the addition of
1% SDS (Santos et al. 2006). The Drosophila extracts
(kindly provided by Dr Alexandre Afranio Peixoto,
FIOCRUZ, R]J, Brazil) were prepared in the ex-
traction buffer (25 mm Hepes pH 7-2, 5 mm EDTA,
5 mM EGTA, 10 mM fS-mercaptoethanol and 250 mm
sucrose). About 10 frozen flies were crushed, sus-
pended with 200 ml of cold extraction buffer and
homogenized in a Teflon/glass homogenizer with
10-12 strokes at 4 °C. The homogenate was carefully
mixed and centrifuged at 100000 g for 1 h at 4 °C.
The supernatant was stored at —80 °C. Protein
concentration was determined by the method de-
scribed by Lowry et al. (1951), using BSA as stan-
dard.

Immunoblot analysis was performed with total
cellular extracts equivalent to 100 ug of protein, as
previously described (d’Avila-Levy et al. 2005).
The primary antibody used was a rabbit antiserum
raised against Drosophila melanogaster calpain (anti-
Dm-calpain; Emori and Saigo, 1994), at a dilution
of 1:500. The secondary antibody used was peroxi-
dase-conjugated goat anti-rabbit IgG at a dilution
of 1:25000 followed by chemiluminescence im-
munodetection after reaction with ECL reagents
(d’Avila-Levy et al. 2005). The relative molecular
mass of the reactive polypeptide was calculated by
comparison with the mobility of SDS-PAGE stan-
dards.



Effects of the calpain inhibitor MDL28170 on 'T'. cruzi

Flow cytometry and immunofluorescence microscopy
for calpain detection

Epimastigotes (1 x 107 cells) used for these exper-
iments were fixed at 4 °C in 0-4 % paraformaldehyde
in PBS (pH 7-2) for 30 min, followed by extensive
washing in the same buffer. Alternatively, the fixed
cells were permeabilized by 0-01% Triton X-100
in PBS for 15 min at room temperature and then
washed twice in PBS. The fixed and permeabilized
cells maintained their morphological integrity, as
verified by optical microscopic observation. After
this step, the cells were incubated for 1 h at room
temperature with a 1:500 dilution of the following
polyclonal antibodies: rabbit anti-Dm-calpain poly-
clonal antibody (Emori and Saigo, 1994); anti-C21,
raised against the whole molecule of human brain
m-calpain (Grynspan et al. 1997); and anti-CAP5.5,
raised against the cytoskeleton-associated protein
from Trypanosoma brucei (Hertz-Fowler et al. 2001).
Cells were then incubated for an additional hour
with a 1:200 dilution of fluorescein isothiocyanate
(FITC)-labelled goat anti-rabbit IgG (d’Avila-Levy
et al. 2006b). The cells were then washed 3 times
in PBS and observed in a Zeiss epifluorescence
microscope (Axioplan 2). Alternatively, the parasite-
associated fluorescence was excited at 488 nm and
quantified on a flow cytometer (FACSCalibur, BD
Bioscience, USA) equipped with a 15 mW argon
laser emitting at 488 nm. Non-treated cells and those
treated with the secondary antibody alone were run
in parallel as controls. Each experimental population
was then mapped by using a two-parameter histo-
gram of forward-angle light scatter versus side scat-
ter. The mapped population (=10 000) was then
analysed for log green fluorescence by using a single-
parameter histogram.

Effects of the calpain inhubitor on peptidase
expression

Epimastigotes (5 x 10 cells) of Dm28c were incu-
bated with MDIL28170 at the ICjy concentration
for 24 h at 28 °C. Thereafter, cells were fixed and
processed for flow cytometry analysis as pre-
viously described, employing a 1: 500 dilution of the
polyclonal antibodies anti-Dm-calpain and anti-
cruzipain, the latter raised against the major cysteine
peptidase of 7. cruzi epimastigote forms (Cazzulo
et al. 2001).

Statistical analysis

All experiments were performed in triplicate, in 3
independent experimental sets. The data were ana-
lysed statistically by means of Student’s ¢-test using
EPI-INFO 6.04 (Database and Statistics Program
for Public Health) computer software. P values of
0-05 or less were considered statistically significant.

Sequence data analysis

A search for Dm-calpain homologous proteins in
T. cruzi was performed using the BlastP algorithm
and the nr database at NCBI (GenBank). The
theoretical molecular mass of homologous proteins
was calculated using the ExPASy Server facilities
(http://expasy.org). Identification of conserved do-
mains was performed using the CD-Search Tool and
Conserved Domain Database (CDD 27036 PSSMs)
at NCBI.

RESULTS

The calpain inhibitor ITT (MD1.28170) was added to
T. cruzi clone Dm28c epimastigote forms in con-
centrations ranging from 20 to 70 uM, and the cellular
growth was monitored for 4 days in vitro. Our results
showed that MDIL.28170 arrested the growth in a
dose-dependent manner (Fig. 1A). The lowest con-
centration of the drug (20 um) presented a significant
inhibitory effect only after 72 h of growth, but the
remaining concentrations promoted reduced levels
of growth that were statistically significant after 48 h
(Fig. 1A). The calpain inhibitor at 50 um decreased
the growth rate by approximately 70-75% in the
48-96 h interval, and at 70 uM promoted a reduction
in the cellular growth rate of around 91 % after 48 h,
and this ratio was also maintained up to 96 h of
growth (Fig. 1A). Conversely, DMSO did not sig-
nificantly affect the parasite growth behaviour
(Fig. 1A). The same conditions performed for
Dm28c were employed for the analysis of the effects
of MDL28170 upon Y and INPA4167 strains, and
similar profiles of growth inhibition were observed
(data not shown). These strains were chosen to rep-
resent members of distinct 7. cruzi lineages: TCI
(Y strain), TCII (Dm28c) and Z3 zymodeme
(INPA4167 strain). The 1Csy was calculated for each
strain, and similar values were detected: 31-7 um
(Dm28c¢), 34:3 um (Y) and 37-4 um (INPA4167).

The anti-trypanosomal activity of this inhibitor
was reversible, since 7. cruzi cells pre-treated for
72 h with the calpain inhibitor at 70 uM resumed
growth when subcultured in a drug-free fresh
medium (data not shown). Optical microscopy ob-
servations of 7'. cruzi Dm28c cells treated with the
calpain inhibitor in the 20-70 um range revealed,
irrespective to the drug concentration, an increase in
the cell volume, with the flagellates becoming round
and some of them presenting no detectable flagellum
(Fig. 1C, b—i), but no cell lysis was observed, corrob-
orating the trypanostatic effect on the epimastigote
growth. Cells cultured in the presence of DMSO at a
dose used to dissolve the highest concentration of
MDL28170 did not present any detectable mor-
phological alterations (data not shown).

As demonstrated by flow cytometry and fluor-
escence microscopy analyses, the anti-Dm-calpain
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Fig. 1. Effect of calpain inhibitor 111 (MDL28170) on the growth rate and cellular morphology of Trypanosoma cruzi
Dm?28c. The growth pattern of the parasite was followed at 28 °C in the absence (control) or in the presence of
MDL28170 (A) at concentrations ranging from 20 and 70 um. The inhibitor was added to the cultures at 0 h, and the
cells were counted daily. DMSO, used as the drug diluent, did not interfere with growth behaviour. Data shown are the
mean of 3 independent experiments performed in triplicate. The dashed boxes highlight growth rates significantly
different from control (P values <0-05). (B) Microscopic observations of the viability of epimastigote forms when
incubated in the absence or in the presence of MDL28170. Control cells were cultured in BHI medium (a). Cells
cultured in the presence of MDL.28170 at 20-70 um showed similar morphological alterations (b-7).

antibody was found to react with the cell surface of
T. cruzi (Fig. 2A,B). In fixed/permeabilized cells,
the antibody binding was stronger, being intensely
detected in the whole cell body but not in the fla-
gellum (Fig. 2A, B). In addition, a polypeptide band
migrating at approximately 80 kDa was detected in
the trypanosomatid cell lysate by cross-reactivity
with the same antibody (Fig. 2A, inset). As a positive
control, lysates of D. melanogaster cells presented a
polypeptide with the same molecular mass that was
recognized by anti-Dm-calpain antibody (Fig. 2A,
inset).

Since we cannot exclude the possibility that the
anti-Dm-calpain polyclonal antibody may cross-
react with proteins unrelated to CALPs in 7. cruzi,
a search for homologues of D. melanogaster CALP
in T. cruzi genome was performed. The fragment
of the D. melanogaster protein CAA55297.1 that
was employed to generate the antibody used in this
work (Emori and Saigo, 1994) was compared in a

BlastP analysis with 7. cruzi proteins found in
GenBank data base (data not shown). The first 15
hits (homologues with e-value ranging from 2e-8
to 0-003) all corresponded to calcium-dependent
cysteine peptidases and had their theoretical mol-
ecular mass determined, and 4 out of these 15
homologues presented a molecular mass around
80 kDa: XP_816697.1 (78-:3 kDa), XP_803757.1
(80-8 kDa) kDa), XP_820102.1 (82-4 kDa) and XP_
816696.1 (82:6 kDa). These 4 proteins presented
only 2 conserved domains (cd00044 and pfam09149)
and showed high similarity to each other, which
indicates the possibility of being isoenzymes. The
conserved domain cd00044 is shared with the frag-
ment of the protein CAA55297.1, which supports the
recognition of T. cruzi 80 kDa CALPS by the anti-
Dm-calpain antibody.

Parasite cells, either grown in axenic cultures
without passages in vivo or obtained after the dif-
ferentiation of trypomastigotes recently isolated
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Fig. 2. Detection of cross-reactivity between a
calpain-like protein from Trypanosoma cruzi Dm28c
and Drosophila melanogaster calpain (Dm-calpain).

(A) Flow cytometric analysis showing the anti-
Dme-calpain antibody binding to T'. cruzi.
Paraformaldehyde-fixed cells were permeabilized (p)

or not (np) with Triton X-100 and then incubated in
the absence (autofluorescence) or in the presence of
anti-Dm-calpain antibody at 1: 500 dilution, in order to
be analysed by flow cytometry. For simplicity, only the
autofluorescence of non-permeabilized cells is shown,
since the permeabilized cells presented similar values
(data not shown). When treated only with the
secondary-FI'T'C antibody, both permeabilized and
non-permeabilized cells generated similar curves to that
observed in the autofluorescence of cells (not shown).
Representative data of the analysis of 10000 cells from
1 of 3 experiments are shown. The inset shows the
Western blotting analysis of polypeptides from 7. cruzi
(lane a) and D. melanogaster cell extract (lane b) probed
with anti-Dm-calpain antibody. In lane c, the blotted
proteins from 7. cruzi were incubated only with the
secondary-peroxidase antibody, and no reactive
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from infected mice, were processed for flow cyto-
metric analysis using anti-Dm-calpain in order to
estimate the influence of in vitro maintenance of
T. cruzi Dm28c epimastigote forms upon the ex-
pression of CALPs. A decrease in the relative CALPs
expression between newly isolated and in vitro-
maintained cells did take place, as demonstrated in
Fig. 3A. In addition, 2 anti-calpain antibodies with
distinct specificities were also employed in order to
detect the possible binding of different anti-calpain
antibodies to calpain-like molecules of T. cruzi
Dm?28c: anti-C21, raised against the whole molecule
of human brain m-calpain (Grynspan et al. 1997);
and anti-CAP5.5, raised against the cytoskeleton-
associated protein from T'. brucei (Hertz-Fowler et al.
2001). In both cases, cells were fixed and permeabi-
lized, or not, with Triton X-100. When anti-C21
antibodies were employed, there were no significant
differences in labelling among fixed and per-
meabilized cells and the labelling itself is very close to
the autofluorescence of cells, which indicates the lack
of immunological similarity between human brain
m-calpain and 7. cruzi CALPs. Conversely, fixed/
permeabilized T. cruzi cells showed an intense
labelling with anti-CAP5.5; the antibody binding
was drastically diminished when fixed cells were not
permeabilized (Fig. 3B).

A flow cytometric analysis was also performed in
order to compare the relative levels of expression of
CALPs in T. cruzi strains belonging to different
phylogenetic lineages. T'o accomplish this, anti-Dm
calpain antibodies were employed in fixed and/or
permeabilized cells from members of each parasite
lineage. In the 3 strains studied, the permeabilization
with Triton X-100 raised significantly the mean of
fluorescence intensity (MFI) values, which indicates
that CALPs are located mainly intracellularly but
also on the cell surface. In addition, distinct levels of
expression of CALPs were detected: higher levels
(twice as many) were found for Y strain in com-
parison to Dm28c, and a reduced labelling was found
in INPA4167 strain (Fig. 4).

We also aimed to assess whether the MDL.28170-
treated cells of Dm28c presented any change in the
levels of expression of CALPs and cruzipain in
comparison to non-treated cells. Flow cytometry

polypeptide was detected. T’he number on the left
indicates the apparent molecular mass, expressed in kDa,
of the reactive polypeptide. (B) Fluorescence microscopy
showing the labelling of 7. cruzi with anti-Dm-calpain
antibody. Fixed cells (a—d) and fixed-permeabilized cells
(e, f) were analysed under differential interferential
contrast images (a, ¢, ¢) and immunofluorescence (b, d, f).
Parasites treated only with the secondary antibody
presented no fluorescence intensity (b). The bars
represent 1 um.
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Fig. 3. Detection of binding of anti-calpain antibodies to
Trypanosoma cruzi Dm28c¢ epimastigote forms by flow
cytometric analysis. (A) Cells regularly kept in BHI
axenic culture (Dm28c-laboratory adapted strain) and cells
obtained from the differentiation of trypomastigotes after
a blood passage in mice (Dm28c-recent isolated) were
fixed with paraformaldehyde and incubated in the
absence (autofluorescence) or in the presence of anti-Dm-
calpain antibody at 1:500 dilution. (B) Cells regularly
kept in BHI axenic culture were fixed with
paraformaldehyde, permeabilized (p) or not (np) with
Triton X-100 and then incubated in the absence
(autofluorescence) or in the presence of anti-C21 or anti-
CAPS5.5 antibodies at 1: 500 dilution. Representative data
of the analysis of 10 000 cells from 1 of 3 experiments are
shown. The data from autofluorescence, fixed/
permeabilized cells incubated with anti-C21 and fixed
cells incubated with anti-CAP5.5 overlapped. The inset
shows the fluorescence microscopy of 7T'. cruzi
permeabilized cells labelled with anti-CAP5.5 antibody.
Note the fluorescence all over the cell body, but not in
the flagellar region. The bar represents 1 um.

analyses revealed that both peptidases had their ex-
pression altered significantly when parasites were
subjected to the presence of the calpain inhibitor: a
reduction in the contents of CALPs was paralleled by
an increased expression of cruzipain (Table 1).

12
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Fig. 4. The mean of the fluorescence intensity (MFI)
calculated from the flow cytometric analysis of the
anti-Dm-calpain antibody binding to Trypanosoma cruzi
strains belonging to lineage 'T'CI (Y strain), lineage T'CII
(Dm28c) and zymodeme Z3 (INPA4167 strain).
Paraformaldehyde-fixed cells were permeabilized or not
with Triton X-100 and incubated in the absence or in the
presence of anti-Dm-calpain antibody at 1: 500 dilution,
and then analysed by flow cytometry. Representative data
of the analysis of 10000 cells from 1 of 3 experiments are
shown. The asterisks highlight that MFI values from
fixed and permeabilized cells are significantly different
from each other (P values <0-05). Note that the MFI
was also distinct among each strain.

DISCUSSION

In a previous study from our group, we showed that
MDIL.28170, which is a potent, reversible and cell-
permeable human calpain inhibitor (Rami et al.
1997), arrested the growth of L. amaszonensis in a
dose-dependent manner (d’Avila-Levy et al. 2006 a).
In this paper, a similar approach was employed in
order to explore the effects of this calpain inhibitor
upon T'. cruzi growth and to establish the differences
amongst both trypanosomatids with respect to the
parasites’ growth behaviour. Our results showed that
the calpain inhibitor also arrested the growth of
T. cruzi in a dose-dependent manner. When the 1C;,
values of MDL.28170 for T'. cruzi strains are com-
pared to the calculated value for L. amazonensis, it is
clear that the latter parasite, to which the 1Cj;, value is
19 um (d’Avila-Levy et al. 2006 a), is more sensitive
to MDL28170 than 7. cruzi. These results are
validated through the observation that the anti-
trypanosomal activity of this inhibitor was revers-
ible, while the anti-leishmanial activity of this
compound at 25 uMisirreversible (d’Avila-Levy et al.
2006a). Similar optical microscopy observations
(round-shaped cells) were described in other try-
panosomatids when treated with cysteine peptidase
inhibitors, due to osmotic stress caused by the pep-
tidase inhibitor (Troeberg et al. 1999; Santos et al.
2006).
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Table 1. Detection of binding of anti-Dm-calpain
and anti-cruzipain antibodies to untreated and
MDL.28170-treated Trypanosoma cruzi Dm28c
epimastigote forms by flow cytometric analysis

% Fluorescent cells

Control MDL28170-
Antibodies cells treated cells Statistics
Anti-Dm-calpain = 254406 12:6+1-1 P<0-01
Anti-cruzipain 65:74+24 98-0+09 P<0-05

Although MDL28170 is a relatively specific
calpain inhibitor, it cannot be ruled out that this
inhibitor acts on other cysteine peptidases to a lesser
extent, mainly cathepsins B (Rami et al. 1997).
Nevertheless, our results suggest that, as it occurs
with L. amazonensis (d’Avila-Levy et al. 2006a),
T'. cruzi possesses molecules that share antigens with
invertebrate calpain-related enzymes, which sug-
gests that CALPs may be the major target of
MDI1.28170. The cross-reactivity of anti-Dm calpain
antibodies and trypanosomatid proteins was already
detected in C. deanei extracellular calpain-like pep-
tidase (d’Avila-Levy et al. 2003). Recently, our
group has demonstrated that a CALP that cross-
reacted with the same antibody was detected in both
the cellular body and flagellum of Herpetomonas
samuelpessoai promastigote cells, and its presence is
enhanced in DMSO-induced paramastigote cells
(Pereira et al. 2009). Based on sequence analyses, our
study identified 4 T. cruzi CALPs of around 80 kDa
that share the same conserved domain (cd00044)
with the fragment of the protein CAA55297.1 that
was employed to generate the anti-Dm-calpain
antibody. For this reason, it is reasonable to presume
that this antibody is capable of recognizing these 4
T. cruzi proteins. In this sense, it is already known
that anti-Dm-calpain antibody does not recognize
mammalian m-calpain and u-calpain (Emori and
Saigo, 1994). Recently, a member of the family of
CALPs in T. cruzi was characterized (Giese et al.
2008). The gene encoding TcCALPx11 corresponds
to the protein XP_816697.1 and it is epimastigote-
specific, being expressed mainly in epimastigotes
subjected to the nutritional stress that precedes
metacyclogenesis. No proteolytic activity was de-
tected for this 80 kDa protein, and its differential
expression may suggest that this protein may have a
role in the 7. cruzi stress response and/or in signal
transduction.

In this study, we have also presented evidence that
the maintenance of T'. cruzi in axenic culture for a
long time led to a decrease in the expression of
CALPs. It has been reported that the long-term
maintenance of 7. cruzi cells in axenic cultures can
select subpopulations less virulent than the parental
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strains, and the loss of virulence is associated with
modification of the biological properties of this
parasite that might lead to changes in the expression
of some proteins (Contreras et al. 1998). Although a
direct relationship between the expression of CALPs
and parasite virulence cannot be established, our
results raise the interesting possibility that this cor-
relation might occur. Simultaneously, the absence of
cross-reactivity between CALPs in T cruzi and anti-
human m-calpain is suggestive of substantial struc-
tural differences among these molecules. In this
sense, Ersfeld et al. (2005) showed the presence of a
large and diverse family of CALPs in T. brucei,
Leishmania major and in T. cruzi displaying altered
amino acid residues essential for catalytic activity and
a moderate overall degree of sequence identity,
which suggests that most CALPs do not have pro-
teolytic activity. This large family exceeds the
numbers found in most other organisms, which may
point to organism-specific functions for these pro-
teins.

Our results also indicate that CALPs in T'. cruz:
that cross-react with anti-CAPS5.5 are located mainly
in the intracellular milieu. CAPS5.5 protein was the
first characterized member of calpain-related genes
in a trypanosomatid, specifically in 7. brucei (Hertz-
Fowler et al. 2001). This protein is characterized by
the similarity to the catalytic region of calpain-type
peptidases and it is detected exclusively in procyclic
forms. CAP5.5 has been shown to be both myr-
istoylated and palmitoylated, suggesting a stable
interaction with the cell membrane through interac-
tions with the underlying microtubule cytoskeleton
as well. Interestingly, in our study the anti-CAP5.5
antibody labelled the whole cell body excluding the
flagellum, as it occurs with 7'. brucei. Our results may
indicate a possible correlation regarding the location
of a subset of CALPs in both trypanosomes.

It is well established that many 7. cruzi strains
display a high level of biological divergence, which
led to the development of many criteria for the
grouping of these strains; early studies revealed
substantial isozymic variability among isolates, de-
fining 3 major groups or zymodemes — Z1, Z2 and Z3
(Miles et al. 1978). Subsequently, the use of DNA
markers (Souto et al. 1996) proved the division of
T. cruzi into 2 major phylogenetic lineages: lineage
TCI (to which Z2 stocks belong) and lineage TCII
(into which Z1 stocks fall). On the other hand, the
position of Z3 zymodeme is still under review. In
this sense, our results demonstrate a direct corre-
lation between relative levels of CALP detection and
T. cruzi strain classification, so it is possible that
modulation in the expression of these proteins does
take place. Nevertheless, the lineage-associated dif-
ferences in CALPs expression must be confirmed by
the use of a larger number of strains.

Fluctuations of the expression levels of CALPs
were also observed when Dm28c cells were treated
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for 24 h with MDL28170 at ICsy: reduced labell-
ing was found in treated cells, and a simultaneous
in cruzipain expression was detected.
Cruzipain is the major cysteine peptidase in 7'. cruzi,
being expressed at different levels by distinct parasite
stages, and much evidence points to its participation
in penetration into the host cell, escape from the

increase

immune system and in the differentiation processes
(Cazzulo et al. 2001). The lethal effect of cruzipain
inhibitors was due to inhibition of the auto-catalytic
processing of the enzyme, leading to a decrease of its
amount in lysosomes and its accumulation in the
Golgi (Engel et al. 1998). Resistance of T. cruzi
strains to cruzipain inhibitors is correlated with
negligible levels of cruzipain activity and secretion of
cruzipain precursors into the medium, with the
concomitant upregulation of expression of a distinct
30 kDa cysteine peptidase (Engel et al. 2000; Yong
et al. 2000). In this case, it was supposed that the
metabolic needs for cruzipain may be partly com-
pensated by the increased expression of the 30 kDa
enzyme (Yong et al. 2000). Interestingly, over-
expression of cruzipain in 7. cruzi transfectants has
been associated with enhanced metacyclogenesis but
not with increased infectivity (Tomas et al. 1997).
Collectively, these biochemical changes may dem-
onstrate a correlation of the expression levels of
cysteine peptidases in T'. cruzi, and it is tempting to
speculate that, as previously suggested by Yong et al.
(2000), the overexpression of a certain cysteine pep-
tidase may be necessary in order to titrate out the
toxic levels of the inhibitor compound that is active
against a different peptidase from the same class.

There are no data as yet on the specific functions of
any CALPs in trypanosomatids. The investigation of
changes in parasite gene expression between drug
resistant/sensitive strains and in the up-regulation
of virulence-related genes in infective forms has
brought to the fore the involvement of calpain-like
proteins in distinct processes in trypanosomatids
(Salotra et al. 2006; Vergnes et al. 2007; Andrade
et al. 2008). Life cycle-specific expression may also
demarcate the search for specific functions of these
CALPs (Saxena et al. 2003; Giese et al. 2008).
Altogether, the results presented herein may con-
tribute to the investigation of the presence and the
functions of CALPs in trypanosomatids. The global
analyses concerning the functions of these CALPs
may provide new understandings on the mechanisms
that gave rise to such a diverse family of proteins in
these organisms.
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Nosso segundo trabalho aborda os efeitos do inibidor Ill de calpainas (MDL28170)
sobre as formas clinicas relevantes do Trypanosoma cruzi, 0s amastigotas e 0s tripomastigotas
sanguineos, através de ensaios de interacdo com macrofagos peritoneais murinos in vitro.
Primeiramente, demonstramos que o MDL 28170 é capaz de diminuir significativamente a
viabilidade das formas tripomastigotas sanguineos mantidas em cultura por 24 horas, e seu
ICso calculado foi de 20,4 uM. Em seguida, pudemos verificar que o pré-tratamento dos
tripomastigotas sanguineos por 1 hora com concentragGes crescentes de MDL28170 (6,25 —
50 uM) é capaz de inibir significativamente a infeccdo de macréfagos murinos em ensaios in
vitro. Para verificar a toxicidade do inibidor de calpainas aos macrdfagos foi realizado um
ensaio colorimétrico com MTT, que revelou que concentracdes até 25 uM de MDL28170 néo
alteram a viabilidade dessas células hospedeiras. Portanto, passamos a verificar o efeito do
inibidor de calpainas sobre os macro6fagos murinos previamente infectados in vitro e mantidos
em cultura nas concentracfes de 6,25 a 25 uM de MDL28170 por 24, 48 e 72 horas. Foi
possivel verificar uma reducdo significativa tanto do nimero de macrofagos infectados quanto
do nimero de parasitos internalizados nas células infectadas de uma forma dose- e tempo-
dependente em todas as concentracdes testadas no experimento. Os resultados obtidos nesse
trabalho sugerem que os inibidores de calpainas em desenvolvimento possam ser uma
alternativa interessante para o tratamento da doenca de Chagas, uma que sua eficacia seja
confirmada. Toda abordagem experimental deste artigo foi desenvolvida por mim, com a
colaboragdo do Dr. Rubem Menna-Barreto do Laboratorio de Biologia Celular do Instituto

Oswaldo Cruz e orientacdo dos demais autores.
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Objectives: There is a general lack of effective and non-toxic chemotherapeutic agents for treating Chagas’
disease. In the present work, we evaluated the in vitro activity of the calpain inhibitor MDL28170 against
Trypanosoma cruzi relevant clinical forms.

Methods: The effect of MDL28170 on bloodstream trypomastigotes at different concentrations was assessed
by counting the parasites in a Neubauer chamber, which allowed the determination of ICsy values. Sub-
sequently, parasite-macrophage interaction was assessed by two approaches: (i) peritoneal mouse macro-
phages were pre-infected with trypomastigotes for 3 h and then treated daily for 72 h with MDL28170; or
(i) bloodstream trypomastigotes were pre-treated with the calpain inhibitor for 1 h and then subjected to
the infection assay.

Results: MDL28170 was capable of significantly reducing the viability of bloodstream trypomastigotes, present-
ing an ICso/24 h value of 20.4 uM. Also, parasites pre-treated with the inhibitor, at subinhibitory drug concen-
trations, prior to macrophage infection presented a clear dose-dependent inhibition profile, where the inhibition
increased from 20% to 50% (in relation to control) as MDL28170 concentration rose from 6.25 to 50 uM. In
addition, macrophages experimentally infected with T. cruzi that were treated with the calpain inhibitor pre-
sented a significant reduction in the percentage of infection even at the lowest concentrations (6.25 wM).

Conclusions: These data may contribute to the study of the calpains in T. cruzi infection and add new in vitro

insights into the possibility of exploiting calpains as promising targets to treat Chagas’ disease.

Keywords: Chagas’ disease, chemotherapy, proteases, peptidases, cysteine peptidases

Introduction

Trypanosoma cruzi is the aetiological agent of Chagas’ disease,
which affects over 16 million people, with more than
100 million exposed to the risk of infection.! The parasite life
cycle involves several stages of differentiation: in the mamma-
lian host, the intracellular amastigotes and the bloodstream try-
pomastigotes are the main evolutive forms, whereas the
replicative epimastigote is the major form in the insect vector.
To effectively combat the disease, a promising trypanocidal
agent should impair parasite development in mammalian host
cells with minimal side effects. Unfortunately, the currently
accepted drugs for this disease, nifurtimox and benznidazole,

are still unsatisfying, due to their low efficacy and high toxicity.*
In this context, several research groups have become involved in
the study and identification of potential targets for the treat-
ment of Chagas’ disease;’ particularly, our research group has
invested in the study of trypanosomatid peptidases. The search
for specific inhibitors of these enzymes is a reasonable strategy
that might lead to the design of powerful chemotherapeutic
agents against these pathogens.? One such enzyme is calpain,
which is a calcium-requlated cytosolic cysteine peptidase
whose role remains poorly understood. Nevertheless, some
evidence indicates that it may be involved in crucial cellular
functions, such as rearrangement of cytoskeletal proteins and
protein cleavage in order to activate various receptors and
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pro-enzymes.® A variety of calpain inhibitors are under develop-
ment and the potential clinical utility of these inhibitors has
been shown in the treatment of neuromuscular and neurode-
generative diseases in which calpains have been shown to be
up-regulated.? By means of distinct biochemical and molecular
approaches, our group” and other researchers®® have described
the presence of calpain-like proteins in T. cruzi epimastigote
forms. In addition, a potent calpain inhibitor, designated
MDL28170, impaired parasite growth and promoted morphologi-
cal alterations of epimastigote forms;* however, no data are
available in relevant clinical forms of the parasite. Herein, we
have evaluated the effect of MDL28170 on the viability and
infectivity of T. cruzi trypomastigotes in vitro, as well as on amas-
tigote intracellular development.

Methods
Effects of MDL28170 on T. cruzi trypomastigote viability

Bloodstream trypomastigote forms (Y strain) were obtained from infected
albino Swiss mice at the peak of parasitaemia by differential centrifu-
gation, and resuspended in Dulbecco’s modified Eagle’s medium sup-
plemented with 10% fetal calf serum. This suspension was incubated
at 37°C for 24h in the presence of increasing concentrations of
MDL28170 (6.25-50 uM). Trypomastigote viable cells were counted in
a Neubauer chamber, allowing the determination of the 50% inhibitory
concentration (ICs/24 h).* Experiments were carried out in accordance
with the guidelines established by the FIOCRUZ Committee of Ethics for
the Use of Animals (CEUA L-028/09).

Effects of MDL28170 on T. cruzi-macrophage interaction

Mouse peritoneal macrophages (6-8 weeks old) were collected from
Swiss mice, and parasite-macrophage interaction was assessed by two
approaches, as previously described.” Briefly, the drug was added to
the parasites either before (pre-treatment) or after (post-treatment)
the interaction with macrophage cells, and the percentage of infection
was determined as described elsewhere.” The toxic effects of
MDL28170 on mammalian cells were assessed by a dye-reduction
assay employing 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide (MTT).” All experiments were repeated at least three times in
triplicate. P<0.05 was considered statistically significant by means of
Student’s t-test.

Results

The direct effect of the calpain inhibitor MDL28170 on blood-
stream trypomastigote viability revealed an ICso after 24 h of
20.4 pM. DMSO at a dose used to dissolve the highest drug con-
centration presented no significant effect on parasite viability
(data not shown). These results led us to investigate whether
the calpain inhibitor might have any effect on the interaction
between T. cruzi and macrophages. For this purpose, we per-
formed experiments in which the bloodstream trypomastigote
forms of the parasite were treated for 1 h, before the interaction,
with MDL28170 at concentrations ranging from 6.25 to 50 uM.
Under this experimental condition, the parasites maintained
their viability, as judged by their morphology, motility and propi-
dium iodine staining, in which >95% of the trypomastigotes
were viable (data not shown). The drug presented a clear dose-
dependent inhibition profile, where inhibition increased from
20% to 50% (in relation to control) as MDL28170 concentration
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Figure 1. Effect of the pre-treatment of trypomastigotes with MDL28170
on the T. cruzi-macrophage interaction. The trypomastigotes were
treated or not with increasing concentrations of MDL28170 (6.25-
50 uM) for 1 h prior to macrophage-parasite interaction, then the cells
were washed with PBS. DMSO corresponds to a dose used to dissolve
the highest drug concentration. Parasites maintained their viability
under this experimental condition (see text). Macrophages were then
infected for 3 h at 37°C, the monolayers were washed with PBS to
remove unbound parasites and the infection percentage was
determined by light microscopy, counting 300 cells randomly in each
duplicate coverslip. The results correspond to the mean of at least
three independent experiments.

rose from 6.25 to 50 pM. DMSO at a dose equivalent to the
highest concentration used to dissolve the drug did not
promote any significant effect (Figure 1).

Given that the calpain inhibitor can interfere in the early steps
of parasite infection, since the compound was added exclusively
to T. cruzi trypomastigotes and that the interaction process was
stopped after only 3 h, we resolved to investigate the association
index of T. cruzi with macrophage cells during in vitro treatment
for 24, 48 and 72 h with MDL28170. First of all, the toxicity of
MDL28170 was determined on mouse peritoneal macrophages
by the MTT assay. A significant deleterious effect was only
observed at 50 pM (data not shown). Finally, we tested the
effect of MDL28170 on T. cruzi interaction with macrophage cells
after parasite invasion. For this purpose, untreated bloodstream
trypomastigotes were allowed to interact with macrophages for
3 h, unbound parasites were washed away and the cultures
were treated daily with MDL28170 at 6.25, 12.5 and 25 pM and
followed for 24, 48 and 72 h. A clear time- and dose-dependent
effect of the compound on the infection rate was observed,
while the highest drug concentration (25 uM) was capable of
reducing almost the entire infection after 72 h (Figure 2) resulting
in a moderate 2- to 4-fold selectivity index. DMSO at a dose
equivalent to the highest concentration used to dissolve the
drug did not promote any significant effect (Figure 2).

Discussion

In the present study we demonstrated the effect of the calpain
inhibitor MDL28170 on trypomastigotes and amastigotes, the
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Figure 2. Susceptibility of intracellular parasites to MDL28170 in
macrophages. Murine macrophages were infected with bloodstream
trypomastigotes for 3 h at 37°C, unbound parasites were washed away
and the cultures were treated daily with MDL28170 (6.25-25 wM), and
followed for 24, 48 and 72 h. DMSO corresponds to the dose used to
dissolve the highest drug concentration. The drug concentrations
employed presented no toxic effect on the mammalian cells. Finally,
the infection percentage was determined by light microscopy, counting
300 cells randomly in each duplicate coverslip. The results correspond
to the mean of at least three independent experiments.

clinically relevant forms of T. cruzi. This compound is just one of
the available calpain inhibitors screened for several human dis-
eases that are believed to be calpain-associated disorders.
Calpain activity in humans is tightly regulated by its natural
and highly specific endogenous inhibitor calpastatin. Inappropri-
ate regulation of the calpain-calpastatin proteolytic system is
associated with several important human pathological disorders
including muscular dystrophy, cancer, Alzheimer’s disease,
neurological injury, ischaemia/reperfusion injury, atherosclerosis,
diabetes and cataract formation.? In this context, calpain inhibi-
tors in advanced clinical trial steps could be an interesting
alternative in the treatment of neglected diseases such as leish-
maniasis and Chagas’ disease, once the effects of the drugs
under development are confirmed.

Several studies have described the presence of calpain-related
proteins in trypanosomatids. The first characterized member of
the calpain-related genes was CAP5.5, a Trypanosoma brucei
cytoskeleton protein associated with the cell membrane, which
is detected exclusively in procyclic forms.® In the last year, the
same research group have revealed the presence of the para-
logous protein CAP5.5V, which is present in bloodstream forms
of the parasite and has analogous functions.® In 2003, our
research group purified a calcium-dependent cysteine peptidase
of Crithidia deanei that showed cross-reactivity with antibodies
generated against the Drosophila melanogaster calpain.'® More
recently, we demonstrated the presence of calpain-like mol-
ecules and the effects of the calpain inhibitor MDL28170 on
the aetiological agents of Chagas’ disease and leishmaniasis.*!!
Nevertheless, T. cruzi clinically relevant forms—bloodstream try-
pomastigotes and amastigotes—have not been considered
previously. Herein, we showed the efficacy of the calpain
inhibitor against bloodstream trypomastigote forms and in the
treatment of experimental infection of macrophages, without

displaying any relevant cytotoxic effect on mammalian host
cells. Moreover, the treatment of trypomastigotes prior to macro-
phage infection also showed a significant effect on the infection
rates. These results suggest that the inhibitor also interferes in
the early steps of parasite internalization. Moreover, although
MDL28170 is a relatively specific calpain inhibitor, it cannot be
ruled out that it may act on other T. cruzi cysteine peptidases
to a lesser level.

The functional roles of calpain-related proteins in T. cruzi
remain an open question. The expression of a calpain-related
protein from T. cruzi during nutritional stress preceding metacy-
clogenesis is 2.5 times higher than that observed in epimasti-
gotes. However, the overexpression of this gene in transfected
parasites induced no altered phenotype.” Nevertheless, a proteo-
mic analysis of T. cruzi resistance to benznidazole revealed that a
calpain-like cysteine peptidase is exclusively detected in samples
of the resistant phenotype.® The effects of calpain inhibitors on
trypanosomatids raise the interesting possibility of using these
inhibitors to better understand the calpain functions in these
parasites. Some studies dedicated to clarifying the functional
mechanisms of T. cruzi proteins resorted to specific inhibitors
as a methodological alternative. In this context, further studies
assessing the effects of calpain inhibitors on the ultrastructure
of the parasite and on the overall protein expression of treated
parasites, through a proteomic approach, for instance, might
help to shed some light on calpain function in trypanosomatids.
These, together with molecular approaches, will probably unveil
calpain functions and add new insights into the possibility of
using calpain inhibitors as a promising alternative in the treat-
ment of neglected diseases such as Chagas’ disease. Therefore,
our results suggest that T. cruzi calpains could be a remarkable
target for the development of potent and selective drugs.
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Artigo 3: MDL28170, a potent calpain inhibitor, affects T. cruzi metacyclogenesis,
ultrastructure and attachment to the luminal midgut surface of Rhodnius prolixus

Ennes-Vidal V, Menna-Barreto RF, Santos ALS, Branquinha MH, d'Avila-Levy CM.
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Nosso terceiro e ultimo artigo desenvolvido durante esse dois anos de mestrado é
focado nos 3 dltimos objetivos desta dissertacdo: avaliar o efeito do inibidor Il de calpainas
MDL28170 no processo de interacdo de epimastigotas do Trypanosoma cruzi com o epitélio
intestinal de Rhodnius prolixus em ensaios in vitro, na metaciclogénese induzida
artificialmente e sobre a ultraestrutura. Contudo, ndo nos restringimos a responder apenas a
essas perguntas, também avaliamos a reatividade cruzada de outros anticorpos anti-calpainas,
assim como o efeito desses anticorpos na interacdo de formas epimastigotas do T. cruzi com o
epitélio intestinal de R. prolixus. Nossos resultados demonstraram que o0 MDL28170 é capaz
de: reduzir significativamente a adesdo dos epimastigotas ao epitélio do inseto vetor; diminuir
de forma dose-dependente o processo de diferenciacdo de epimastigotas a tripomastigotas
metaciclicos em meio TAU (triatomine artificial urine); e provocar desorganizagdes
ultraestruturais nos reservossomos, no Golgi e na membrana plasmaticas das formas
epimastigotas do T. cruzi tratadas por 72 horas com a concentracdo correspondente ao ICsy
calculado para este inibidor. Além disso, observamos também que os anticorpos anti-
calpainas capazes de reagir contra moléculas expressas na superficie de formas epimastigotas
do T. cruzi sdo capazes de reduzir significativamente a adesdo do parasito ao epitélio
intestinal de R. prolixus, e que MDL28170 é capaz de diminuir de forma significante a
viabilidade de tripomastigotas sanguineos mantidos em cultura por 24 horas. Dessa forma,
nosso conjunto de dados sugere que as moléculas similares as calpainas presentes no T. cruzi
possam estar participando de eventos essenciais do ciclo de vida desse parasito, 0 que torna
essas moléculas alvos interessantes para o desenvolvimento de inibidores menos téxicos e
mais seletivos para o tratamento da doenga de Chagas. Os experimentos realizados nesse
trabalho foram realizados por mim e pelo Dr. Rubem Menna-Barreto sobre a orientacdo dos

demais autores.
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Abstract

Background: Trypanosoma cruz is the etiological agent of Chagas’ disease. During the
parasite life cycle, several molecules are involved in the differentiation process and
infectivity, but less is known about which of them are key molecules. Peptidases are
relevant for crucial steps of T. cruz life cycle, as such, it is conceivable that they may
participate in the metacyclogenesis and interaction with the invertebrate host.

Methodology/Principal Findings. In this paper, we have investigated the effect of the
calpain inhibitor MDL28170 on the attachment of T. cruzi epimastigotes to the luminal
midgut surface of Rhodnius prolixus, as well as on the metacyclogenesis process and
ultrastructure. In addition, we have analyzed the effect of anti-calpain antibodies on the
interaction of epimastigotes to the midgut surface of the insect. MDL28170 treatment
was capable of significantly reducing the number of bound epimastigotes to the luminal
surface midgut of the insect. Once the cross-reactivity of the anti-Dmrcalpain was
assessed, it was possible to block calpain molecules by the antibody, leading to a
significant reduction in the capacity of adhesion to the insect guts by T. cruz.
Moreover, the in vitro metacyclogenesis process was impaired by the calpain inhibitor
presenting a significant reduction in the number of metacyclic trypomastigotes. The
calpain inhibitor also demonstrated a direct effect against bloodstream trypomastigotes.
Ultrastructural analysis of epimastigotes treated with the calpain inhibitor revealed
disorganization in the reservosomes, Golgi and plasma membrane disruption.

Conclusions/Significance: The presence of calpain and calpain-like molecules in a
wide range of organisms suggests that these proteins could be necessary for basic
cellular functions. Herein, we demonstrated the effects of MDL28170 in crucial steps of
the T. cruz life cycle, such as attachment to the insect midgut and metacyclogenesis, as
well as in parasite viability and morphology. Together with our previous findings, these
results help to shed some light on the functions of T. cruz calpains. Considering the
potential roles of these molecules on the interaction with both invertebrate and
vertebrate hosts, it is conceivable to explore them as an alternative target to treat

Chagas’ disease.

Keywords: Chagas’ disease, Trypanosoma cruz, invertebrate host, metacyclogenesis,

peptidases, calpain.
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Author’s Summary

Chagas’ disease is one of the most important neglected diseases of Latin
America, caused by the kinetoplastid protozoa Trypanosoma cruz. Calpains are
cysteine peptidases, described in a broad range of organisms, which are believed to be
crucial in several basic cellular functions. In this sense, it is conceivable that calpain like
molecules present in T. cruzi may participate in metacyclogenesis and interaction with
the invertebrate host. Herein, we described the effects of the calpain inhibitor
MDL28170: on the adhesion of T. cruzi epimastigotes on the luminal midgut surface of
the insect vector Rhodnius prolixus; on the differentiation process of epimastigotes to
metacyclic trypomastigotes; on the viability of bloodstream trypomastigotes; and on the
ultrastructure of epimastigotes. Additionally, we demonstrated that anti-calpain
antibodies were also capable of reducing the attachment of the epimastigotes to the
insect gut. These data may contribute for the study of the functions of T. cruz calpains
and add new insights into the possibility of using calpain inhibitors in treating parasitic

infections, since they interfere in key parts of the parasite life cycle.

| ntroduction

Chagas’ disease is a neglected tropical disease, which remains a major health
problem in Latin America. Over eight million people are infected with this disease and
an estimated of 14,000 people die as a consequence of the infection every year [1]. The
etiological agent Trypanosoma cruz undergoes profound morphological changes during
its development in a complex life cycle involving mammalian and invertebrate hosts.
The protozoa life cycle comprises three major morphological stages: epimastigotes,
trypomastigotes, and amastigotes [2]. During the infection of the invertebrate host, a
hemipteran insect of the Reduviidae order, non-infectious epimastigotes adhere to the
insect host midgut, begin to proliferate and differentiate (metacyclogenesis process) into
metacyclic trypomastigotes, which are non-proliferative forms that are able to infect a
mammalian host [3]. The adhesion to the luminal midgut surface of the insect appears to
be necessary for the metacyclogenesis, but there is a general lack of information about
which molecules are implicated in this process [3,4]. In this context, peptidases, a class

of hydrolytic enzymes responsible for breaking the peptides bonds - has attracted the
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attention of our research group because of their role in several crucial steps of the life
cycle of the trypanosomatid parasites [S]. Among T. cruz different peptidases that we
considered, the calpains have been presenting interesting finds and seem to be a
remarkable target for the development of an alternative target to treat Chagas’ disease
and leishmaniasis [6,7,8].

Calpains constitute a large family of calcium-regulated cytosolic cysteine
peptidases that have been characterized mainly in humans and whose role still remains
poorly understood [9]. Some evidence indicates that these enzymes may participate in a
variety of cellular processes, including the rearrangement of cytoskeletal proteins,
different signal transduction pathways and apoptosis. In this context, a variety of
calpain inhibitors are under development and the potential clinical utility of these
compounds have been shown mainly in the treatment of neurodegenerative disorders
[10,11,12,13]. In this sense, a classical study employing whole genome analyses
showed the presence of a large and diverse family of calpains in Trypanosoma brucei,
Leishmania major and T. cruz [14]. Some years before, the same group had already
characterized the first trypanosomatid calpain-like protein in procyclic forms of T.
brucel [15]. In addition, our group described the presence of calpain-related proteins in
T. cruzi epimastigote forms and the effects of the calpain inhibitor 11l (MDL28170) on
growth, viability and infectivity [7,8]. However, more studies are necessary to better
understand the involvement of the calpain homologues in the life cycle of T. cruz.

Here, we have conducted a study to investigate the effect of the calpain inhibitor
MDL28170 on the attachment of T. cruzi epimastigotes to the luminal midgut surface of
Rhodnius prolixus, as well as on the metacyclogenesis process and ultrastructure. In
addition, we have analyzed the effect of anti-calpain antibodies on the interaction of

epimastigote forms to the midgut surface of the insect.

M ethods

Ethics Statement
The experiments were carried out in accordance with the guidelines established

by the FIOCRUZ Committee of Ethics for the Use of Animals (CEUA L-028/09).

Chemicals
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The calpain inhibitor III, MDL28170 (carbobenzoxy-valylphenylalanial; Z-Val-
Phe-CHO), was purchased from Calbiochem (San Diego, CA, USA). Stock solutions of
the drug (5 mM) were prepared in dimethylsulfoxide (DMSO).

Parasite culture

Epimastigote forms of T. cruzi were grown in 3.7% brain heart infusion medium
(BHI), containing hemin and folic acid and supplemented with 10% heat-inactivated
fetal bovine serum, at 28 °C for 4 days to reach late-log phase growth. For the following
experiments, epimastigotes were collected, washed three times in 0.15 M NacCl, 0.01 M
phosphate-buffer pH 7.2 (PBS) and immediately used. The Y strain of T. cruzi was used
in all experiments except for the metacyclogenesis assay, in which the Dm28c strain is

the best characterized model for in vitro differentiation [16].

Insects

Rhodnius prolixus were reared and maintained as previously described [17].
Briefly, fifth-instars larvae were starved for 30 days after the last ecdysis and then
allowed to feed on rabbit blood through a membrane feeder. Ten days after the feeding,
insects were dissected; the posterior midguts were then removed, longitudinally
sectioned and washed three times in PBS to expose their luminal surfaces. After the
washing, the tissue fragments were processed as described below. The insects were
obtained from the insectary of the Laboratorio Nacional e Internacional de Referéncia

em Taxonomia de Triatomineos, Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ.

| dentification of calpain homologues by flow cytometry and fluorescence microscopy
Epimastigotes (1 x 107 cells) from the Y strain used for these experiments were
fixed at 4 °C in 0.4% paraformaldehyde in PBS (pH 7.2) for 30 min, followed by
extensive washing in the same buffer. The fixed cells maintained their morphological
integrity, as verified by optical microscopic observation. After this step, the cells were
incubated for 1 h at room temperature with a 1:100 dilution of the anti-calpain
antibodies. Cells were then incubated for an additional hour with a 1:200 dilution of
fluorescein isothiocyanate (FITC)-labelled goat anti-rabbit IgG [18]. The cells were
then washed 3 times in PBS and observed in a Zeiss epifluorescence microscope

(Axioplan 2). Alternatively, the parasite associated fluorescence was excited at 488 nm
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and quantified on a flow cytometer (FACSCalibur, BD Bioscience, USA) equipped with
a 15 mW argon laser emitting at 488 nm. Non-treated cells and those treated with the
secondary antibody alone were run in parallel as controls. Each experimental population
was then mapped by using a two-parameter histogram of forward-angle light scatter
versus side scatter. The mapped population (n=10,000) was then analyzed for log green
fluorescence by using a single parameter histogram. The calpain antibodies tested were:
a rabbit antiserum raised against Drosophila melanogaster calpain (anti-Dm-calpain)
[19], anti-C21, anti-C23 or anti-C24 raised against the whole molecule, the cysteine
active site and the histidine active site, respectively, of human brain m-calpain [20],
anti-CAPS.5, raised against the cytoskeleton-associated protein from Trypanosoma
brucei [15], and anti-CDPIIb and anti-Ha-CalpM raised against Homarus americanus
calpains [21,22].

In vitro inhibition of T. cruzi-Rhodnius interaction

Live epimastigote forms (Y strain) were resuspended in 200 pl of fresh BHI to a
density of 1 x 107 cells and treated with the calpain inhibitor for 1 h with sub-inhibitory
concentrations (6.25-50 uM) and washed in PBS. Under this experimental condition,
the parasite maintains their viability, as previously described [7]. Dilutions of DMSO
corresponding to those used to prepare the drug solution were assessed in parallel for
control. Alternatively, the parasites were incubated for 1 h with anti-calpain antibodies,
or rabbit pre-immune sera, at 1:1000 dilution. After that, binding of protozoa to insect
gut was performed as described elsewhere. Briefly, the parasites were incubated for 20
min at 28°C with R. prolixus dissected posterior midguts that were sliced open
longitudinally. Subsequently, the explanted midguts were spread onto glass slides to
count the number of attached parasites per epithelial cells. The experiment was
performed three times independently, for each experimental group 4 insect midguts

were used and 100 epithelial cells were counted randomly.

In vitro inhibition of T. cruzi metacyclogenesis

For in vitro differentiation, epimastigotes (clone Dm28c¢) in the stationary phase
of growth were incubated for 2 h at 28°C in triatomine artificial urine (TAU) medium
(190 mM NacCl, 17 mM KCl, 2 mM MgCl,, 2 mM CaCl,, 8 mM phosphate buffer pH
6.0) at a density of 5 x 10% cells/ml. The parasites at a dilution of 1:100 were further
incubated for 96 h in TAU3AAG medium (TAU supplemented with 10 mM L-proline,
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50 mM L-sodium glutamate, 2 mM L-sodium aspartate, and 10 mM D-glucose) in
culture flasks [16]. For inhibition assays, epimastigotes were incubated in the presence,
or absence (control), of increasing concentrations of MDL28170 (6.25-50 uM) in
TAU3AAG medium. Culture supernatants were collected after 24, 48, 72, and 96 h of
incubation in TAU3AAG medium and the number of epimastigotes and metacyclic
trypomastigotes was determined by cell counting in a Neubauer chamber. Under this
experimental condition, the parasite maintains their viability, as previously described
[7]. These morphological stages can be easily differentiated on morphological grounds
by light microscopy, since epimastigotes are broader and have a quite rigid body, while
trypomastigotes are slimmer and present a vigorous wavy movement of the whole body.
Three independent experiments were performed in triplicate and a DMSO dilution

corresponding to highest drug concentration was assessed in parallel.

Effects of MDL28170 on T. cruzi trypomastigotes viability

Bloodstream trypomastigote forms, obtained from infected albino Swiss mice at the
peak of parasitemia by differential centrifugation, were resuspended in Dulbecco's
modified Eagle medium supplemented with 10% fetal calf serum (DMEM). This
suspension was incubated at 37°C for 24 h in the presence of increasing concentrations
of MDL28170 (6.25-50 uM). Viability was assessed by mobility and lack of staining
after challenge with trypan blue. Dilutions of DMSO corresponding to those used to
prepare the drug solutions were assessed in parallel. Thereafter, the number of viable
motile trypomastigotes was quantified by counting the flagellates in a Neubauer

chamber.

Transmission electron microscopy

Briefly, epimastigotes from the Y strain (5 x 10° cells/ml) were treated with the
50% inhibitory concentration (ICsg) of MDL28170, as previously determined [7] for 72
h in BHI medium at 28°C. Afterwards, the parasites were fixed with 2.5%
glutaraldehyde in 0.1 M Na-cacodylate buffer (pH 7.2) at room temperature for 40 min
at 25°C and post-fixed with a solution of 1% OsO4, 0.8% potassium ferricyanide and
2.5 mM CacCl; in the same buffer for 20 min at 25°C [23]. The cells were dehydrated in

an ascending acetone series and embedded in PolyBed 812 resin. Ultrathin sections
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were stained with uranyl acetate and lead citrate and examined in Jeol JEM1011

transmission electron microscope.

Results

The presence of calpain-like molecules in epimastigote forms of T. cruzi Y strain
was accessed by flow cytometry assay and fluorescence microscopy analyses using a
panel of antibodies raised against different calpains. The antibodies anti-Dm-Calpain,
anti-CDPIIb, anti-Ha-CalpM and anti-CAP5.5 were capable of strongly binding to T.
cruz cells (Fig. 1A), while anti-C21, anti-C23 and anti-C24 did not recognize epitopes
on the parasite cell surface (data not shown). However, no cross-reactive of the
antibodies with trypomastigote forms were observed in the same analyses (data not
shown). Fluorescence microscopy analyzes corroborated the surface distribution of
calpain-related molecules in epimastigote forms of T. cruz (Fig. 1B).

In order to assess a potential function for calpain-like molecules in T. cruz, we
have performed binding assays with parasites previously treated with the anti-Dm-
calpain antibody, at a concentration that did not promote cell agglutination. The
blockage of calpain molecules by the antibody led to a significant reduction (P < 0.01)
in the capacity of adhesion to the insect guts by T. cruz by approximately 50% (Fig. 2),
similar results were obtained with the other antibodies (data not shown). On the other
hand, parasites treated with the pre-immune serum adhered to the guts at a rate similar
to that of the control (P < 0.05) (Fig. 2). Some studies dedicated to clarify the functional
mechanisms of T. cruz proteins resorted to specific inhibitors as a methodological
alternative [6,7,8,24,25]. In this sense, we performed binding assays with parasites
previously treated with MDL28170, a potent calpain inhibitor. The compound reduced
significantly the number of parasites adhered to the insect luminal midgut surface in all
drug concentrations tested (6.25-50 pM). At the highest doses 25 and 50 uM, the
adhesion rate was approximately 0.6 epimastigotes per midgut cell while the control
was about 1.4 (Fig. 2), which represents a reduction of 65%. DMSO at a dose
equivalent to the highest concentration used to dissolve the drug did not promote any
significant effect on the parasite adhesion (Fig. 2).

These results led us to investigate whether the T. cruzi MDL28170 might have

any effect on the metacyclogenesis process. For this purpose, we performed
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experiments in which late-log phase epimastigotes form the Dm28c clone were
submitted to the differentiation assay, and treated or not for 4 days with MDL28170 at
concentrations ranging from 6.25 to 50 uM. Under this experimental condition the
parasites maintained their viability, as judged by their morphology and motility in
which the density of live parasites was approximately the same as the control (data not
shown). It should also be pointed out that MDL28170 has a trypanostatic effect on T.
cruz, since cells pre-treated for 72 h with the calpain inhibitor even at 70 uM resumed
growth when subcultured in a drug-free fresh medium [7]. Finally, the metacyclogenesis
assay revealed that the drug present a time and dose-dependent inhibition profile, since
in cultures without MDL28170 the number of metacyclic trypomastigotes increased
over time, whereas MDL28170 treatment inhibited the differentiation process almost to
50% in the highest drug concentration. DMSO at a dose equivalent to the highest
concentration used to dissolve the drug did not interfere in the metacyclogenesis (Fig.
3). Furthermore, we decided to evaluate the direct effect of the MDL28170 on
bloodstream trypomastigotes viability in vitro after 24 h of treatment at 37°C. The
inhibitor at 25 uM powerfully reduced parasite viability at about 63% in comparison to
control (Fig. 4). Bloodstream trypomastigotes cultured in the presence of DMSO at a
dose used to dissolve the highest drug concentration presented no significant effect (Fig.
4).

Given that the calpain inhibitor can reduce the growth of epimastigote forms
with a trypanostatic effect [7], interfere in the parasite adhesion to the insect midgut and
in the differentiation process of epimastigotes to metacyclic trypomastigotes, we
decided to investigate the ultrastructural effects of MDL28170 against the epimastigote
forms, by transmission electron microscopy. For this purpose, the morphology of non-
treated cells (Fig. 5a-b) was compared with the ultrastructure of parasites treated for 72
h with 34 pM of MDL28170 (Fig. 5c-g). Results showed an important injury to the
reservosomes (Fig. S5c-e), plasma membrane (Fig. 5d,g) and Golgi (Fig. 5f,g).
Reservosomes and Golgi were severely affected, showing a washed-out appearance

with loss of organelles’ electrondensity and complete disruption of their membranes.

Discussion
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Over the past few years some studies have described the presence of calpain-
related proteins in trypanosomatids. At first, a classical study employing whole genome
analyses showed the presence of a large and diverse family of calpains in T. brucei, L.
major and T. cruz [14]. In this sense, our group became involved in the study of these
enzymes though the report of the expression of calpain-like molecules and the effects of
the calpain inhibitor MDL28170 against the etiological agents of Chagas’ disease and
leishmaniasis [6,7,8]. In the present study, we demonstrated that MDL28170 also
inhibited T. cruzi adhesion to the insect gut, arrested the metacyclogenesis process,
reduced the bloodstream trypomastigote viability and promoted significant
ultrastructural effects on reservosomes and Golgi of epimastigote forms. In addition, it
was shown the cross-reactivity of the anti-calpain antibodies (anti-Dm-calpain, anti-
CDPIIb, anti-Ha-CalpM and anti-CAP5.5) with epimastigote cells of the parasite, and
their ability to impair parasite adhesion to the midgut surface of R. prolixusin vitro.

As peptidases are known to be responsible for several physiological processes,
they became a remarkable target for the development of therapeutic agents to treat
infectious disease. In this context, T. cruzi peptidases have attracted the attention of
many laboratories because of their roles in pathogenesis of Chagas’ disease [5]. The
calpain inhibitor MDL28170 impaired significantly the adhesion rate of epimastigotes
to the midgut of R. prolixusin vitro suggesting that calpain-like molecules could play an
important role in this part of the parasite life cycle. Although MDL28170 is relatively a
specific calpain inhibitor, it cannot be ruled out that it may act on other T. cruz cysteine
peptidases to a lesser [26]. Nevertheless, the anti-calpain antibodies were also capable
of significantly reducing the number of bound parasites to the luminal midgut surface of
the insect host.

Little is known about which molecules are relevant for the interaction of T. cruz
with the invertebrate host. Our group has been studying some peptidases believed to be
essential in this part of the cycle of trypanosomatids, like gp63 and cruzipain [17,27].
The gp63 homologues found in lower trypanosomatids seem to be indispensable for the
nutrition of these parasites as well as in the binding to the insect epithelial cells.
Interestingly, gp63 is predominantly expressed in the insect stage of Leishmania, and in
all insect and plant trypanosomatids examined so far [17]. Furthermore, we
demonstrated that when Phytomonas serpens cells were pre-treated with either cysteine
peptidase inhibitors or anti-cruzipain antibody, a significant reduction of the interaction

with explanted salivary glands of the phytophagous insect Oncopeltus fasciatus was
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observed [27]. In T. cruz, it has been shown that glycoinositolphospholipids (GIPLs)
are one of the components involved in the adhesion of epimastigote cells to the luminal
insect midgut surface and may be one of the determinants of parasite infection in the
insect vector [28]. Moreover, it was also shown that a gp72 knockout of T. cruz
displayed a reduced number (less than 1% compared to control) of parasites released in
feces of the insect vector Triatoma infestans [29]. The dramatically reduced survival of
the mutant may be due to either the lack of GP72 itself, or to the altered properties of
the flagellum in this mutant that may be critical for establishment in the insect vector
[30].

The metacyclogenesis process consists in the differentiation of non-infectious T.
cruzi epimastigotes into pathogenic metacyclic trypomastigotes. During this process,
epimastigotes adhere to the epithelium of the insect midgut before transforming into
metacyclic trypomastigotes [2]. The adhesion is thought to be a pre-requisite for
differentiation to the infective form, but less is known about how epimastigote adhesion
triggers the differentiation process after the nutritional stress [31]. Our findings from T.
cruz in vitro metacyclogenesis triggered by an artificial nutritional stress in TAU and
TAU 3AAG medium showed that the calpain inhibitor impaired the differentiation
process and then decreased the number of metacyclic trypomastigotes without a
significantly decrease in the total number of parasites. This result was expected, since
previous studies have shown that cysteine peptidases are required during the
metacyclogenesis process [31,32]. Despite the toxic effects of MDL28170 against the
epimastigote forms previously described [7], it was verified that this inhibitor has
reversible effects and just arrested the parasite growth but not exterminate all the
epimasgitotes. However, the calpain inhibitor may also act directly inhibiting
epimastigote binding to the substrate, since the in vitro binding to the insect midgut was
substantially inhibited by MDL28170. The inhibitor could also act directly in the
viability of the differentiate cells in the presence of the inhibitor, since MDL28170 is
toxic against T. cruz bloodstream trypomastigote cells [8]. Nevertheless, no
trypanocidal effect has already been demonstrated against metacyclic trypomastigotes to
date.

Finally, our ultrastructural data demonstrated severe effects of MDL28170 in the
reservosomes and Golgi, which showed a washed-out appearance with loss of
organelles electrondensity and complete disruption of their membranes. These results

indicate that the calpain inhibitor strongly affect T. cruzi epimastigote forms, and since

11
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the reservosomes are essential for the differentiation process, it may suggest that
MDL28170 interfered in the metacyclogenesis, [32,33]. Moreover, a recent proteomic
analysis showed the presence of calpain-like molecules in a purified fraction of
reservosomes [34]. Similar ultrastructural alterations were observed in epimastigotes
treated with inhibitors from the major cysteine peptidase of T. cruz, the cruzipain [35].
The cysteine peptidase inhibitor was capable of modifying the intracellular localization
of cruzipain and induced its accumulation in peripheral dilations of Golgi cistern, these
abnormalities were followed by distention of endoplasmatic reticulum and nuclear
membranes [35]. Taken together, the present results indicate that T. cruz calpains may
be essential proteins involved in the differentiation and infectivity of epimastigote forms
of the parasite.

It has been almost ten years since the first calpain-like protein CAP5.5 was
characterized in T. brucel [15]. Since then, our group has been studying calpains
homologues from lower trypanosomatids, like Crithidia deanei [36] and Herpetomonas
samuelpessoai [37], and form L. amazonensis [6] and T. cruz [7,8]. In the latter, it was
shown, by a distinct research group, that a calpain-related mRNA is expressed 2.5-times
more in epimastigotes under nutritional stress, which precedes the metacyclogenesis,
than in epimastigotes in complete medium [38]. Also, a proteomic analysis of T. cruz
cells resistant to benznidazole revealed that a calpain-like cysteine peptidase is
exclusively detected in samples of the resistant phenotype [39]. Our first report in T.
cruzi demonstrated that epimastigote forms have molecules that share antigens with
invertebrate calpain-related enzymes, such as D. melanogaster calpain. These molecules
are distributed in distinct phylogenetic lineages of the parasite, and also, the calpain
inhibitor MDL28170 arrested the growth of T. cruz in a dose-dependent manner [7].
Simultaneously, the absence of cross-reactivity between calpain-like molecules in T.
cruzi and anti-human m-calpain is suggestive of substantial structural differences
among these molecules, as previously described [14]. Here, we extended our findings
showing that the cross-reactivity between T. cruz epitopes and antibodies raised against
T. brucei CAP5.5, and two calpains from American lobster Homarus americanus.

More recently, we investigated the trypanocidal effect of MDL28170 in the
trypomastigote and amastigote forms of T. cruzl by parasite-macrophage interaction
assays. The parasites pre-treated with the inhibitor presented a clear dose-dependent
inhibition of the interaction process. In addition, macrophages experimentally infected

with T. cruzi that were treated with the calpain inhibitor presented a significant
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reduction of the percentage of the infection and in the number of internalized parasites
[8]. Herein, we reported the cross-reactivity of distinct anti-calpain antibodies to T.
cruzi epimastigote cells and that these antibodies are capable of impairing the parasite
attachment to the insect midgut in vitro. It was also reported the effects of MDL28170
on T. cruzi-R. prlolixus in vitro interaction assay, on bloodstream trypomastigote
viability, on the metacyclogenesis process and on the ultrastructure of epimastigote
forms. Although more studies are necessary for better understanding the functional role
of calpain-related proteins in T. cruz, our work adds new insights into the possible
functions of these calpain homologues, and into the possibility of using calpain

inhibitors as a promising alternative in the treatment of Chagas’ disease.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Detection of crossreactivity between a calpain-like protein from
Trypanosoma cruzi Y strain and anti-calpain antibodies. (A) Flow cytometric
analysis showing the anti-calpain antibodies binding to T. cruzi epimastigote forms.
Paraformaldehyde-fixed cells were incubated in the absence (autofluorescence) or in
the presence of 4 anti-calpain antibodies: anti-Dm-calpain, anti-CDPIIb, anti-Ha-
CalpM and anti-CAPS5.5 (1:100 dilution) and analyzed by flow cytometry. When
treated only with the secondary-FITC antibody, cells generated similar curves to that
observed in the autofluorescence of cells (data not shown). Representative data of the
analysis of 10000 cells from 1 of 3 experiments are shown. (B) Fluorescence
microscopy showing the labeling of T. cruzi with the anti-Dm-calpain antibody. Fixed

cells were analyzed under differential interferential contrast images (a, c¢) and
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immunofluorescence (b, d). Parasites treated only with the secondary antibody

presented no fluorescence intensity (b). The bars represent 1 pm.

Figure 2. Effect of MDL 28170 and anti-calpain antibody in the interaction process
between T. cruz and explanted guts of Rhodnius prolixus. Epimastigotes (1.0 x 10’
cells) were treated for 30 min at 28 °C with increasing concentrations of MDL28170
(6.25 to 50 uM), or incubated for 1 h with the anti-calpain (1:100) or the pre-immune
serum (1:100) in 200 pl of BHI. The data from DMSO represents the concentration
present in the highest dose of the drug. The viability of the parasites was not affected by
the treatments used in this set of experiments. Then, parasites were washed, and
incubated for 20 min at 28°C with R. prolixus dissected posterior midguts that were
sliced open longitudinally. Subsequently, the explanted midguts were spread onto glass
slides to count the number of attached parasites per epithelial cells. For each
experimental group 4 insect midguts were used, and 100 epithelial cells were counted
randomly. The results are shown as the mean * standard error of the mean of three

independent experiments.

Figure 3. Effect of MDL28170 on T. cruzi metacyclogenesis in vitro. Epimastigotes
from the stationary phase of growth (5.0 x 10% cells) were incubated in TAU3AAG
medium for 96 h to induce cellular differentiation to metacyclic trypomastigotes.
Parasites were treated with increasing concentrations of MDL28170 (6.25 to 50 uM).
The data from DMSO represents the concentration present in the highest dose of the
drug. At each time point, culture supernatants were collected and the number of
epimastigotes and metacyclic trypomastigotes was determined by cell counting in a
Neubauer chamber. The results correspond to the mean of three independent

experiments performed in triplicate.

Figure 4. In vitro efficacy of MDL 28170 on T. cruz bloodstream trypomastigotes
viability. Bloodstream trypomastigote forms obtained from Swiss mice (5.0 x 10° cells)
were treated with increasing concentrations of MDL28170 (6.25 to 50 uM) for 24 h.
The data from DMSO represents the concentration present in the highest dose of the

drug. Thereafter, viable parasites were counted by trypan blue exclusion and mobility.
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The results are expressed in viability percentage in relation to control. The results

correspond to the mean of three independent experiments performed in triplicate.

Figure 5. Ultrastructural effects of MDL28170 in T. cruzi epimastigotes. (a,b)
Control parasites showing typical elongated morphology with normal kinetoplast (K),
mitochondrion (M), nucleus (N) and Golgi (G). (c-g) The treatment of epimastigotes
with 34 pM of the inhibitor for 72 h led to an extensive disorganization in the
reservosomes (asterisks), plasma membrane alterations (arrows) as well as to the

disruption of Golgi cisternae (stars). Bars = 0.5 um.
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IV. DISCUSSAO

Entre os protozoarios, 0s tripanossomatideos constituem um grupo de parasitos uni-
flagelados caracterizados pela presenca do cinetoplasto, DNA mitocondrial unico em sua
estrutura, fungdo e modo de replicacdo (VICKERMAN, 1994; DE SOUZA et al., 2009). Uma
fragdo desses parasitos se especializou de forma a parasitar o homem, como o Trypanosoma
brucei, agente etioldgico da doenca do sono Africano; o Trypanosoma cruzi, agente causador
da doenca de Chagas ou tripanossomiase americana, e as diferentes espécies do
género Leishmania, responsaveis por um amplo espectro de manifestagdes clinicas que
variam de cutdneas e mucocutdnea a leishmaniose visceral (HANDMAN, 1999;
MATTHEWS, 2005; DE SOUZA, 2002). Apesar dos grandes avan¢os no combate as doencas
infecciosas no século passado, esses parasitas continuam a constituir um fardo social e
econbmico sobre as sociedades humanas, particularmente nos paises em
desenvolvimento. Nesse sentido, hd uma auséncia de agentes quimioterapicos eficazes para o
tratamento de doencas causadas por esses protozodrios. A atual terapia é limitada a algumas
drogas de toxicidade inaceitavel, de dificil administracdo e com falhas no tratamento, cujo
aumento na resisténcia tem se tornado um grave problema (FAIRLAMB, 2003; CAVALLI &
BOLOGNESI, 2009, WILKINSON & KELLY, 2009; MCKERROW et al., 2009; URBINA,
2010). Novos medicamentos devem ser desenvolvidos e, diante desta necessidade, foram
realizados diversos testes baseados na utilizacdo de compostos escolhidos através de estudos
que identifiquem alvos metabdlicos do parasito, ou escolhidos empiricamente. Além disso, a
expressdo variavel das proteinas pelos diferentes estagios do ciclo de vida desses
tripanossomatideos, que se alternam entre hospedeiros vertebrados e invertebrados e por

cepas distintas, deve ser considerada quando os novos alvos terapéuticos sao avaliados.

Com a recente publicacdo do genoma completo de T. brucei, T. cruzi e L. major, foi
possivel descobrir uma grande familia de proteinas similares as calpainas na familia
Trypanosomatidae (ERSFELD et al., 2005), o que abriu a possibilidade de explorar um novo
alvo terapéutico. Ersfeld e colaboradores (2005) encontraram um total de 18 seqliéncias de
gue podem codificar proteinas similares as calpainas em T. brucei, 27 em L. major, e 24 em T.
cruzi. Outros estudos véem relatando a presenca de proteinas similares as calpainas nos
tripanossomatideos. A primeira proteina homéloga a calpaina caracterizada foi a CAP5.5, que
consiste de uma proteina do citoesqueleto associada a membrana celular do T. brucei. Esta

proteina de massa molecular em torno de 80 kDa é detectada apenas nas formas prociclica
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desse parasito (HERTZ-FOWLER et al., 2001). No ano passado, 0 mesmo grupo revelou a
presenca de uma proteina com funcdes analogas a CAP5.5 que esta presente na forma
sanguinea do parasita, a CAP5.5V (OLEGO-FERNANDEZ et al., 2009. Nesse contexto,
nosso grupo purificou uma cisteina-peptidase dependente de calcio em C. deanei que
apresenta reatividade cruzada com anticorpos produzidos contra a calpaina de D.
melanogaster (D'AVILA LEVY et al., 2003). Mais recentemente, demonstramos a presenga
de moléculas similares as calpainas reativas contra 0 mesmo anticorpo e os efeitos do inibidor
MDL28170 contra L. amzonensis (D'AVILA LEVY et al., 2006).

No presente trabalho, uma abordagem semelhante foi utilizada para verificar a
presenca de moléculas similares as calpainas, avaliar os efeitos do inibidor Ill de calpainas
(MDL28170) sobre as diversas etapas do ciclo de vida do T. cruzi e estabelecer as diferencas
de susceptibilidade entre os tripanossomatideos ja estudados. Portanto, em principio, nés
identificamos por analises de citometria de fluxo, microscopia de fluorescéncia e Western
blotting moléculas similares as calpainas reativas contra o anticorpo anti-calpainas de D.
melanogaster nas formas epimastigotas do parasito. No ensaio de Western blotting, o
polipeptideo reconhecido apresentou uma massa molecular ao redor de 80 kDa, assim como
observado em C. deanei (D'AVILA LEVY et al., 2003) e L. amazonesis (D'AVILA LEVY et
al., 2006). Quando testamos anticorpos anti-calpainas de T. brucei e Homarus americanus
também verificamos reatividade cruzada pela citometria de fluxo, mas ndo identificamos
bandas reativas no Western Blotting. Nesse contexto, baseado em analises de sequéncias de
DNA, nosso estudo identificou 4 sequéncias do T. cruzi capazes de gerar proteinas com massa
molecular predita em torno de 80 kDa que compartilham o mesmo dominio conservado
(cd00044) com o fragmento da proteina CAA55297.1, que foi empregado para gerar o
anticorpo anti-Dm-calpaina (EMORI & SAIGO, 1994). Por esta razdo, & possivel presumir
que este anticorpo é capaz de reconhecer pelo menos uma das 4 proteinas do T. cruzi. E
importante destacar que o anti-Dm-calpaina ndo reconhece a m-calpaina e a p-calpaina de
humanos (EMORI & SAIGO, 1994). Entretanto, ndo foi possivel verificar reatividade cruzada
nos ensaios utilizando os anticorpos anti-calpainas com epitopos das formas tripomastigotas
sanguineas. Recentemente, um membro da familia das calpainas do T. cruzi foi caracterizado
(GIESE et al., 2008). O gene que codifica a proteina TcCALPx11 corresponde a proteina
XP_816697.1 que é epimastigota-especifico, sendo expresso principalmente em epimastigotas
submetidos ao estresse nutricional precedendo a metaciclogénese. Nenhuma atividade
proteolitica foi detectada para a proteina clonada expressa em vetor heterélogo, e sua

expressdo diferencial sugere que esta proteina possa ter uma participacdo na resposta ao
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estresse do T. cruzi ou na transducdo de sinal, que culmina com o processo de

metaciclogénese.

Simultaneamente, a auséncia de reatividade cruzada entre os homdélogos de calpaina
em T. cruzi e os anticorpos gerados contra a m-calpaina humana sugere diferencas estruturais
entre essas moléculas. Nossos resultados mostraram que as moléculas similares as calpainas
do T. cruzi que reagem com o anticorpo anti-CAP5.5 estdo localizadas principalmente no
meio intracelular. A proteina CAP5.5 € caracterizada pela semelhanga com a regido catalitica
das peptidases homologas as calpainas, sendo detectada apenas nas formas prociclicas do T.
brucei. A CAP5.5 tem dominios que permitem a ligacdo ao &cido palmitico e ao &cido
miristico, sugerindo uma estavel interacdo com a membrana celular e com os microtdbulos do
citoesqueleto. Curiosamente, como ocorrido com o T. brucei, em nosso estudo o anticorpo
anti-CAP5.5 marcou o corpo celular, com excecdo do flagelo. Os resultados podem indicar

uma possivel correlacdo entre a localizacdo dessas calpainas em ambos os tripanossomas.

Neste trabalho, foram apresentadas evidéncias de que a manutencdo do T. cruzi em
cultura axénica por um longo periodo leva a uma diminuicdo na expressao de moléculas
similares as calpainas, e que a passagem em camundongo restaura 0s niveis de
expressao. Nesse contexto, Contreras e colaboradores (1998) reportaram que a manutencéo do
T. cruzi in vitro pode selecionar subpopulagdes menos virulentas do que as cepas parentais, e
que a perda dessa viruléncia esta associada com modificacfes das propriedades bioldgicas do
parasito. Essas modificacdes podem levar a mudancas no perfil protéico, como as observadas
nos ensaios de Western blotting com anticorpos dirigidos contra extratos brutos das formas
epimastigotas e tripomastigotas metacilicas do T. cruzi (CONTRERAS et al., 1998). Contudo,
a direta relagdo entre a expressdo de moléculas similares as calpainas e a viruléncia ndo pode

ser estabelecida, embora os resultados levantem a possibilidade de que isso possa ocorrer.

Sabe-se atualmente que diversas cepas do T. cruzi apresentam um alto nivel de
divergéncia biologica, o que levou ao desenvolvimento de varios critérios para o agrupamento
das cepas; estudos iniciais revelaram variabilidade substancial de isoenzimas entre o0s
isolados, definindo 3 grupos principais ou zimodemas - Z1, Z2 e Z3 (MILES et al., 1978;
1981). Recentemente, uma comissdo para padronizacdo de nomenclatura se reuniu e
reconheceu que a nomenclatura para cepas do T. cruzi deve ser classificada em seis DTUs, T.
cruzi I-VI, e emitiu recomendacdes com justificacbes detalhadas e suas implicacdes
(ZINGALES et al., 2009). Por outro lado, a posi¢do do zimodema Z3 ainda precisa ser
revisto. Nesse contexto, nossos resultados demonstram a direta correlacdo entre os relativos

niveis na deteccdo de moléculas similares as calpainas e a classificagdo das cepas do T. cruzi,
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0 que torna possivel que a modulacdo na expressdo dessas proteinas seja detectada. No
entanto, as diferencas na expressdao das moléculas similares as calpainas nas diferentes

linhagens precisam ser confirmadas pelo uso de um maior nimero de cepas.

Nossos resultados mostraram que o inibidor de calpainas diminuiu a proliferacdo do T.
cruzi, assim como observado anteriormente pelo nosso grupo com L. amazonensis
(D'AVILA-LEVY et al., 2006). Quando comparados os valores de I1Csy para 0 MDL28170,
podemos observar que L. amazonensis é mais sensivel ao MDL28170 do que as cepas do T.
cruzi, uma vez que seu valor de ICsp é 19 uM (D'AVILA-LEVY et al., 2006). Estes
resultados sdo confirmados pelo efeito reversivel do inibidor sobre o T. cruzi, enquanto a
atividade anti-leishmanicida desse composto a 25 uM foi irreversivel (D'AVILA LEVY et al.,
2006). A observacdo de células arredondadas na microscopia Optica também foi descrita em
outros tripanossomatideos quando tratados com inibidores de cisteina-peptidases, devido ao
estresse osmatico causado pelo inibidor (TROEBERG et al., 1999; SANTOS et al., 2006b).
Contudo, nossos resultados sugerem que, assim como ocorrido com L. amazonensis
(D'AVILA LEVY et al., 2006), o T. cruzi possui moléculas similares as calpainas de
invertebrados, o que indica que as calpainas possam ser o alvo principal do
MDL28170. Recentemente, nosso grupo demonstrou que moléculas similares as calpainas,
com reatividade cruzada com o ani-Dm-calpainas foram encontradas no flagelo e no corpo
celular das formas promastigotas de Herpetomonas samuelpessoai, e sua presenca €
intensificada nas células paramastigotas induzidas por DMSO (PEREIRA et al., 2009).

Este composto é apenas um dos muitos inibidores da calpainas sendo testados para
diversas doencas fisiol6gicas humanas associadas a desregulacdo das calpainas (SAEZ et
al., 2006). As doencas neurodegenerativas constituem um campo onde esses inibidores tém
sido extensivamente estudados. Estudos em modelo murino tém demonstrado que o0s
inibidores de calpainas sdo capazes de impedir a morte neuronal, e como conseqléncia
melhorar o funcionamento neuroldgico e os disturbios motores causados por lesées na medula
espinhal (RAY et al., 2003), distrofias musculares (LESCOP et al., 2005), pela doenga de
Alzheimer (HIGUCHI et al.,, 2005) e por lesdes cerebrais provenientes de traumas
(SAATMAN etal., 1996; ARAUJO-COUTO et al., 2004). Outros estudos demonstraram
ainda que os inibidores de calpainas sdo compostos promissores no tratamento de outras
doengas, como cancer, isquemia, catarata, algumas infecgdes virais ou mesmo nos processos
de inflamagéo e dor (ATENCIO et al., 2000; CUZZOCREA et al., 2000; NAKAMURA et
al., 2003; ROBERTSON et al., 2005; CARRAGHER, 2006; DE CLERCQ, 2006). Neste

contexto, os inibidores de calpainas em desenvolvimento podem ser uma alternativa

74



interessante no tratamento de doencas negligenciadas, como as leishmanioses e a doenca de
Chagas, uma vez que o efeito desses inibidores seja validado. Além disso, estes inibidores
podem ser modificados quimicamente para melhorar sua afinidade de ligacdo para as

calpainas do T. cruzi.

OscilacBes nos niveis de expressdo das moléculas similares as calpainas foram
observadas quando os epimastigotas do clone Dm28c do T. cruzi foram tratados por 24 horas
com 0 MDL28170 na concentracdo do ICsp: uma redugdo na marcagdo com o anticorpo anti-
Dm-calpaina foi detectada, enquanto que simultaneamente foi observado um aumento na
expressao da cruzipaina. A cruzipaina € a principal cisteina-peptidase encontrada no T. cruzi,
sendo expressa em diferentes niveis nos diferentes estagios do ciclo evolutivo do parasito, e
diversas evidéncias apontam sua participacdo na penetracdo no hospedeiro vertebrado, no
escape do sistema imune e nos processos de diferenciagdo (CAZZULO et al., 2001). O efeito
letal dos inibidores de cruzipaina deve-se a inibicdo do processo catalitico da enzima, levando
a reducdo de sua quantidade nos lisossomos e seu acumulo no Golgi (ENGEL et al.,
1998b). A resisténcia de cepas do T. cruzi aos inibidores de cruzipaina é correlacionada com
0s pequenos niveis de atividade da cruzipaina e secrecdo dos seus precursores no meio, e com
a concomitante regulacdo positiva de expressdo de uma cisteina-peptidase distinta de 30 kDa
(ENGEL et al., 2000; YONG et al., 2000). Neste caso, foi suposto que a falta da cruzipaina
pode ser compensada pelo aumento da expressdo da enzima de 30 kDa (YONG et al.,
2000). Interessantemente, a regulacdo positiva da cruzipaina em transfectantes do T. cruzi tem
sido associada a metaciclogénese intensificada, mas ndo com o aumento da infectividade
(TOMAS et al., 1997). Coletivamente, essas mudancas bioquimicas podem demonstrar a
correlacdo da expressdo dos niveis de cisteina-peptidases no T. cruzi, e pode-se especular que,
como previamente sugerido por Yong e colaboradores (2000), a regulacdo positiva de uma
determinada cisteina-peptidase pode ser necessaria para remover 0s niveis toxicos de um
inibidor que é ativo contra outra cisteina-peptidase, como as moléculas similares as calpainas

detectadas.

No presente trabalho, nés mostramos a eficacia do MDL28170 contra 0s
tripomastigotas sanguineos e no tratamento da infeccdo experimental de macrofagos, sem que
este inibidor apresente qualquer efeito citotoxico relevante para as células do hospedeiro nas
concentragOes testadas. Além disso, o tratamento dos tripomastigotas antes da infeccdo dos
macrofagos murinos também apresentou uma reducdo significativa sobre as taxas de
infeccdo. Estes resultados sugerem que o inibidor também interfere em etapas iniciais da

internalizacdo do T. cruzi. Entretanto, embora MDL28170 seja um inibidor especifico de
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calpainas, existe a possibilidade do inibidor estar atuando de forma indireta e inespecifica em

outras cisteina-peptidases do T. cruzi, como as catepsinas B (RAMI et al., 1997).

As peptidases sdo conhecidas por participarem de forma essencial em diversos
processos fisiologicos, 0 que as tornam um interessante alvo para o desenvolvimento de
agentes terapéuticos para o tratamento de doencas infecciosas. Nesse contexto, as peptidases
do T. cruzitém atraido a atencdo de muitos laboratorios devido a sua participacdo na
patogénese da doenca de Chagas (VERMELHO et al., 2007). O inibidor de calpainas
MDL28170 demonstrou-se capaz de diminuir significativamente a taxa de adesdo dos
epimastigotas ao intestino médio do inseto vetor, 0 que sugere que as moléculas similares as
calpainas poderiam desempenhar um importante papel nessa etapa do ciclo de vida do
parasito. Corroborando esses dados, 0 anticorpo anti-Dm-calpaina também demonstrou-se
capaz de reduzir significativamente o nimero de parasitos aderidos ao intestino médio do
inseto. Até hoje, pouco se sabe sobre as moléculas que sdo relevantes para a interacdo
do T. cruzi com o hospedeiro invertebrado. Nosso grupo vem estudando algumas peptidases
que podem ser essenciais nessa etapa do ciclo de vida dos tripanossomatideos, como a gp63 e
a cruzipaina (SANTOS et al., 2006a, b). Os homologos de gp63 encontrados pelo nosso grupo
nos tripanossomatideos inferiores parecem ser indispensaveis para a nutricdo desses parasitos,
bem como na ligacdo as células epiteliais do inseto de seus insetos
hospedeiros. Curiosamente, a gp63 é predominantemente expressa nos promastigotas
presentes no inseto vetor das leishmanias, e em todos os tripanossomatideos de insetos e
plantas analisados até o momento (SANTOS et al., 2006a). Além disso, nds demonstramos
que, quando células de Phytomonas serpens sdo pré-tratadas com inibidores de cisteina-
peptidases ou com o anticorpo anti-cruzipaina, ha uma reducdo significativa na interacdo
deste parasito com as glandulas salivares extraidas do inseto Oncopeltus
fasciatus (SANTOS et al., 2006b). No T. cruzi, foi demonstrado que 0S
glicoinositolfosfolipideos (GIPLs) constituem um dos componentes necessarios para a adesdo
dos epimastigotas a parede intestinal do inseto vetor, o que sugere que os GIPLs possam ser
essencias no processo de infeccdo do inseto pelo T. cruzi (NOGUEIRA et al., 2007). Além
disso, outro estudo demonstrou que um T. cruzi deficiente de gp72 apresenta um ndmero
reduzido (menos de 1% em relagdo ao controle) de parasitos liberados nas fezes do Triatoma
infestans (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 ser essencial para o estabelecimento da infecgdo no
inseto vetor (DE JESUS et al., 1993).
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O processo de metaciclogénese consiste na diferenciacdo das formas epimastigotas
ndo-infeciosas do T. cruzi em tripomastigotas metaciclicos patogénicos. Durante esse
processo, 0s epimastigotas aderem ao epitélio do intestino do inseto e em seguida se
diferenciam em tripomastigotas metaciclicos (DE SOUZA, 1984). Acredita-se 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 apds o
estresse nutricional (FIGUEREDO et al., 2000). Nossos resultados demonstraram que o0
MDL28170 prejudica o processo de metaciclogénese induzido artificialmente pelo estresse
nutricional em meio TAU, diminuindo o niumero de tripomastigotas metaciclicos do T. cruzi
apos 4 dias de inducdo da diferenciacdo. Esse resultado era esperado, uma vez que estudos
anteriores demonstraram que as cisteina-peptidases sdo essencias durante 0 processo de
metaciclogénese (FIGUEREDO et al., 1994, 2000). No entanto, o inibidor de calpainas
também pode estar atuando diretamente através da inibicdo da adesdo dos epimastigotas ao
substrato, uma vez que também demonstramos que a adesdo ao intestino médio do inseto é
inibida por MDL28170. Alternativamente, o inibidor pode atuar diretamente na viabilidade
das células capazes de diferenciar ainda na presenca do inibidor. Como demonstramos,

MDL28170 também ¢é toxico contra tripomastigotas sanguineos do T. cruzi.

No T. cruzi, j& foi demonstrado por outro grupo que a expressdo de um RNA
mensageiro de um gene relacionado as calpainas € 2,5 vezes maior em epimastigotas em
estresse nutricional precedente a metaciclogénese, que em epimastigotas em meio de cultura
rico em nutrientes (GIESE et al., 2008). Além disso, através de uma abordagem empregada
para a identificacdo de novos alvos terapéuticos, uma analise protedmica de cepas do
T. cruzi resistentes ao benzonidazol e os nifurtimox revelou que uma cisteina-peptidase
similar & calpaina é exclusivamente detectada em amostras com fendtipo de resisténcia in
vivo (ANDRADE et al., 2008). Interessantemente, nenhuma proteina regulada positivamente
em comum esteve presente nas trés amostras analisadas, provavelmente devido a grande
variabilidade genética do parasito, que leva a susceptibilidades distintas para estes compostos
(SOUTO et al., 1996).

Por fim, nossos resultados ultraestruturais demonstraram que o inibidor MDL28170
levou a uma desorganizacdo em reservossomos e Golgi das formas epimatigotas, com perda
da eletrodensidade das organelas e ruptura completa de suas membranas. O extenso efeito
sobre reservossomos reforga os dados de inibicdo da metaciclogénese, uma vez que 0s
reservossomos sao organelas essenciais para o processo de diferenciacdo (FIGUEREDO et

al., 1994; DUSCHAK et al., 2006). Além disso, uma analise proteémica recente demonstrou a
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presenca de uma molécula similar a calpaina em uma fracdo purificada de reservossomos
(SANT'ANNA et al., 2009). Danos ultraestruturais similares foram observados em
epimastigotas tratados com inibidores de cruzipaina, sendo este capaz de modificar a
localizagdo intracelular dessa enzima, induzir a dilatacdo periférica das cisternas do Golgi,
além de distender o reticulo endoplasmatico e a membrana nuclear do parasito (ENGEL et
al., 1998b). Dessa forma, esses resultados apontam que as calpainas do T. cruzi
provavelmente sdo proteinas essenciais envolvidas na diferenciacdo e infectividade das

formas epimastigotas do parasita.

As funcbes desempenhadas pelas proteinas similares as calpainas do T. cruzi ainda ndo
foram esclarecidas. O efeito causado pelo MDL28170 nos tripanossomatideos levanta a
interessante possibilidade de usar inibidores de calpainas para melhor compreender as fungdes
dessas moléculas nesses parasitos. Alguns estudos dedicados a elucidar os mecanismos
funcionais de proteinas do T. cruzi recorreram a inibidores especificos ou anticorpos como
uma alternativa metodolégica (MEIRELLES et al., 1992; BASTOS et al., 2005). Neste
contexto, outros estudos que possam avaliar os efeitos de inibidores de calpainas sobre a
expressdo total de proteinas dos parasitos tratados, através de uma abordagem protedmica, por
exemplo, podem nos ajudar a melhor compreender as funcBes das calpainas nos
tripanossomatideos. Esses estudos, juntamente com abordagens moleculares, provavelmente
serdo capazes de revelar as fungdes das calpainas e adicionar novos dados sobre a
possibilidade de utilizacdo desses inibidores como uma alternativa para o tratamento de

doencas negligenciadas.

Contudo, nesse trabalho nos demonstramos, primeiramente, que as formas
epimastigotas do T. cruzi possuem moléculas que compartilham antigenos com homologia as
calpainas ja bem caracterizadas em invertebrados, tais como a calpaina de D.
melanogaster. Estas moléculas puderam ser verificadas em diferentes linhagens filogenéticas
do parasito, e sua inibicdo com o inibidor da calpainas MDL28170 reduziu a proliferacdo de
formas epimastigotas do T. cruzi de forma dose-dependente. Simultaneamente, a auséncia de
reatividade cruzada entre as moléculas similares as calpainas do T. cruzi contra anticorpos
gerados contra a m-calpaina humana sugere diferengas estruturais entre essas moléculas,
como descrito anteriormente (ERSFELD et al., 2005). Posteriormente, nos evidenciamos
também a reatividade cruzada entre epitopos do T. cruzi contra anticorpos produzidos contra
a calpaina de T. brucei, a CAP5.5, e duas calpainas de Homarus americanus, a CDPIIb e a
CalpM. Noés também demonstramos o efeito tripanocida do MDL28170 contra as formas

amastigotas e tripomastigotas sanguineos do T. cruzi durante a interacdo do parasito com
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macrofagos peritoneais murinos. Os parasitos pre-tratados com MDL28170 apresentaram uma
inibicdo dose-dependente no processo de interacdo. Além disso, o tratamento de macrofagos
experimentalmente infectados com T. cruzi com o inibidor de calpainas foi capaz de reduzir
significativamente o  percentual de infeccdo e 0 nUumero de parasitos
internalizados. MDL28170 foi capaz também de diminuir a adesdo das formas epimastigotas
do parasito ao intestino de R. prolixus em ensaios in vitro; diminuir o processo de
diferenciacdo por metaciclogénese induzido artificialmente em meio TAU; e provocar
alteracdes ultraestruturais das formas epimastigotas do parasito tratado. Por fim, verificamos
também que anticorpos anti-calpainas sdo capazes de impedir a fixacdo do parasita a parede

intestinal de R. prolixus em ensaios in vitro.

Uma vez que a atividade desregulada de membros da familia das calpainas esta
envolvida em uma grande variedade de processos bioldgicos e doencas humanas, esta familia
de peptidases tem um importante potencial terapéutico; e, assim, grandes esforcos tém sido
empregados no desenvolvimento de inibidores seletivos para as calpainas (SAEZ et al.,
2006). Embora mais estudos sejam necessarios para melhor caracterizar moléculas similares
as calpainas no T. cruzi, 0 nosso trabalho acrescenta novos conhecimentos sobre as possiveis
funcBes dessas moléculas e sobre a possibilidade de utilizacdo de inibidores de calpainas
como uma alternativa promissora no tratamento da doenca de Chagas. Nesse sentido, as
peptidases representam um alvo interessante, uma vez que podem bloquear fungfes cruciais
desempenhadas pelo parasito no seu ciclo de vida e na interagdo com seus hospedeiros
(SAJID & MCKERROW 2002). Apesar do MDL28170 apresentar alta especificidade para as
calpainas, ndo podemos descartar a possibilidade de acdo inespecifica sobre outras cisteina-
peptidases. Porém, se considerarmos sua acao especifica e seletiva, os dados apresentados
nesta dissertacdo sugerem que as calpainas sdo moléculas cruciais em diversas etapas do ciclo
de vida do T. cruzi, como viabilidade, ultraestrutura, proliferacdo, invaséo e sobrevivéncia em
células do hospedeiro vertebrado, metaciclogénese, adesdo as células do hospedeiro
invertebrado. Portanto, as calpainas do T. cruzi poderiam ser um potencial alvo para o
desenvolvimento de novas drogas mais potentes e seletivas, e outros estudos devem ser

iniciados para aumentar o conhecimento acerca desta fascinante familia de peptidases.
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V.

CONCLUSOES

O presente trabalho conclui que:

As formas epimastigotas do Trypanosoma cruzi possui moléculas similares as
calpainas capazes de reagir contra anticorpos anti-calpainas de organismos onde estas

moléculas estdo melhor caracterizadas;

O genoma do T. cruzi apresenta sequéncias com alto grau de identidade a sequéncia

génica correspondente a proteina utilizada para gerar o anticorpo anti-Dm-calpaina;

As formas epimastigotas recém-diferenciadas de tripomastigotas obtidos de
camundongos infectados apresentam uma maior expressdo das moléculas similares as
calpainas reativas contra o anti-Dm-calpaina que o0s epimastigotas mantidos em cultura

por um longo periodo;

O inibidor de calpainas MDL28170 é capaz de inibir significativamente a proliferacao
das formas epimastigotas do T. cruzi e diminuiu a viabilidade das formas

tripomastigotas sanguineas obtidas de camundongos infectados;

Ha pequenas variacGes na expressao das moléculas similares as calpainas reativas ao

anti-Dm-calpaina nas diferentes linhagens filogenéticas do T. cruzi;

O MDL28170 ¢é capaz de diminuir significativamente a infeccdo de macrdfagos
peritoneais murinos por tripomastigotas sanguineos e 0 numero de parasitos

internalizados nos macréfagos infectados mantidos por 3 dias em cultura;

Os anticorpos anti-calpainas e o inibidor MDL28170 foram capazes de inibir
significativamente a adesdo de epimastigotas ao epitélio intestinal de Rhodnius

prolixus em ensaios in vitro;

O MDL28170 ¢é capaz de inibir significativamente a diferenciacdo das formas
epimastigotas em tripomastigotas metaciclicos pelo processo de metaciclogénese

induzido artificialmente em meio TAU;

As formas epimastigotas do T. cruzi tratadas com MDL28170 apresentaram alteracfes

ultraestruturais em reservossomos, Golgi e membrana plasmatica.
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