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Resumo

Os patogenos dependem de atividades de peptidases para desempenhar
muitos processos fisioldgicos, tdo bem guanto interagir com seus hospedeiros,
destacando peptidases de parasitos como fatores de viruléncia e, entao,
potenciais alvos de drogas. O sequenciamento do genoma do cinetoplastideo
Trypanosoma cruzi, 0 agente etiologico da doenca de Chagas, revelou 28
genes que codificam aminopeptidases putativas, dentre as quais estdo trés
metioni na-aminopeptidases, duas aspartico-aminopeptidases, duas
aminopeptidases sensiveis a puromicina e trés leucil-aminopeptidases da
familia M17. Neste estudo, uma atividade leucil-aminopeptidolitica principal foi
identificada em T. cruzi usando Leu-AMC como substrato. Ela foi isolada de
formas epimastigotas do parasito por um procedimento cromatografico de dois
passos e associou-se com uma Unica proteina hexamérica de 320 kDa como
determinado por experimentos de velocidade de sedimentacdo e de dispersao
de luz. LigacOes dissulfeto intercadeias ndo participam da organizacdo
oligomérica da peptidase ativa. Espectrometria de massa por Peptide mass
fingerprint revelou a identidade molecular da enzima como a aminopeptidase
EAN97960 predita de T. cruzi, o produto do gene Tc00.1047053508799.240.
Andlises enziméticas e moleculares indicaram que esta leucil-aminopeptidase
de T. cruzi (LAPTc) pertence a familia M17 de peptidases ou familia da leucil-
aminopeptidase. LAPTc tem uma forte dependéncia de pH neutro, € mesofilica
e conserva sua forma oligomérica até 80 °C. Ao contrario, sua forma
recombinante produzida em E. coli, assim como outras LAPs, é termofilica e
requer pH alcalino. A atividade desta metalo-aminopeptidase € inibida por
bestatina e quelantes de metais tais como 1,10-fenantrolina, € restabelecida
por Zn?*, e potencializada por Mn?* ou Ca®". A enzima é expressa por todas as
formas do T. cruzi e localiza-se no interior de vesiculas no citoplasma do
parasito. Uma vez que vias de aminoacidos essenciais, incluindo leucina, estao
desprovidas em T. cruzi, a LAPTc poderia ter uma funcdo no suprimento
nutricional. Além disso, a atividade da peptidase também poderia ter uma
funcdo no processamento de peptideos e proteinas. NOs postulamos que a
LAPTc poderia ser um alvo potencial para o desenvolvimento de novas drogas

para tratar a infeccéo de T. cruzi.



Abstract

Pathogens depend on peptidase activities to accomplish many physiological
processes, as well as to interact with their hosts, highlighting parasitic
peptidases as virulence factors and, thus, potential drug targets. The
kinetoplastid Trypanosoma cruzi genome sequencing, the aetiological agent of
Chagas disease, has revealed 28 genes encoding putative aminopeptidases,
among which there are three methionine, two aspartic, two puramycin-sensitive
and three leucyl aminopeptidases of the M17 family. In this study, a major
leucyl aminopeptidolytic activity was identified in the T. cruzi by using leu-AMC
as substrate. It was isolated from epimastigote forms of the parasite by a two-
step chromatographic procedure and associated with a single 320-kDa
homohexameric protein as determined by sedimentation velocity and light
scattering experiments. Interchain disulfide bonds do not take part in the
oligomeric assembly of the active peptidase. Peptide mass fingerprinting
revealed the molecular identity of the enzyme as the predicted T. cruz
aminopeptidase EAN97960, the product of the Tc00.1047053508799.240 gene.
Molecular and enzymatic analysis indicated that this leucyl aminopeptidase of
T. cruzi (LAPTc) belongs to the peptidase family M17 or leucyl aminopeptidase
family. LAPTc has a strong dependence on neutral pH, is mesophilic and
retains its oligomeric form up to 80 °C. Conversely, its recombinant form
produced in E. coli, like other LAPs, is thermophilic and requires alkaline pH.
The activity of this metalloaminopeptidase is inhibited by bestatin and metal
chelants such as 1,10-phenanthroline, is restored by Zn?*, and potentiated by
Mn?* or Ca®*. The enzyme is expressed by all T. cruzi forms and localizes within
vesicles in the cytoplasm of the parasite. Since biosynthetic pathways for
essential amino acids, including leucine, are lacking in T. cruzi, LAPTc could
have a function in nutritional supply. Furthermore, the peptidase activity could
also play a role in peptide and protein processing. We postulate that the LAPTc
might be a potential target for the development of new drugs to treat T. cruzi

infection.



Lista de abreviaturas

°C
Mg

ML
MM

AMC
BCIP
bp

Da
DAPI
DFP
DH5a
DNA
dNTP
E-64
EC
EDTA
EGTA
ELISA

EPNP

FPLC

Hepes
HIV
HTE

PTG

grau Celsius

micrograma

microlitro

micromolar

angstron

7-amino-4-metil-cumarina

5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato

pares de bases

Dalton

4’6-diamidino-2-phenilyndole

diisopropilfluorofosfato

linhagem celular de E. coli

acido desoxirribonucléico

desoxirribonucleotideos fosfatados
L-trans-epoxisuccinilleucilamido (4-guanidino)-butano
Enzyme comission

acido etilenodiaminotetracético
etilenoglicol-bis(2-aminoetil)-N,N,N",N"- 4cido tetracético
ensaio de ligacdo imunoenzimatica (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay)

1,2-epoxi-3-(p-nitrofenoxi)

cromatografia liquida e rapida de proteinas

grama

hora

acido (2-hidroxietil)-piperazina etanosulfonico

virus da imunodeficiéncia humana

tampéo Hepes-Tris-Etanolamina

imunoglobulina G

isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo



kb

Keat
Keat! Km
kDa
Km
L-6
LAP
LB

LIT
mg
MHC
min
mL
mM
NBT
ng

nM

nm
N-terminal
oD
ORF
PAGE
PBS
pCMB
PCR
PDB
PMSF
rpm

S

SDS
SDS-PAGE

kilobase

constante catalitica

eficiéncia catalitica

kilodalton

constante de Michaelis-Menten

célula muscular murina
Leucil-aminopeptidase

meio de cultura Luria-Bertani

Liver Infusion Tryptose

miligrama

complexo principal de histocompatibilidade
minuto

mililitro

milimolar

nitro-azul-tetrazoélico

nanograma

nanomolar

nanémetro

extremidade amino-terminal da cadeia polipeptidica
densidade Optica

fase aberta de leitura

eletroforese em gel de poliacrilamida
tampéao fosfato 50 mM, NaCl 150 mM pH 7,2
para-cloromercuriobenzoato

reacao de polimerizacdo em cadeia

banco de dados de proteina
fenilmetilsulfonil fluoreto

rotacdes por minuto

segundo

dodecil sulfato de sodio

eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil

sulfato de sédio

Vi



TLCK n-a-Tosil-L-Lisina clorometil cetona

TPCK n-o.-Tosil-L-Fenilalanina clorometil cetona
uv ultravioleta

Vv volt

V max velocidade maxima

W watt

X-Gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galactopiranosideo
Arg Arginina

Asn Asparagina

Asp Acido aspartico

Cys Cisteina

Glu Acido glutamico

His Histidina

Leu Leucina

Lys Lisina

Ser Serina

vii



Sumario

D= T To7= 1 ] - OSSR i
F Y 1= Lo [T ot [0 1Y o] (o 1 PSPPSR ii
RESUMID ...ttt e et s e st e e s i
ADSTTACT ..ottt \Y
LiSta d@ ADIEeVIABLUIAS. ... .ceiiiiieiiii ettt %
SUIMAITO ..ttt ettt b ettt ekt e bt e e he e e b e e s bt e be e e b e e abe e et e e nan e e ne e viii
[ gL (0o LU o= o T PRSPPI 1
Do T=TgTo= W [l @ o F= o TP 2

= Vi8S € traNSIMISSE0. ... .eiieiiiiieiieie ettt nnee s 2

- Desenvolvimento da dOBNGA..........cuueviiiiiiiee et s e e e 3

- DiagnOStiCO da PAtOlOGIA. ... .cccvvieiiiieiiiie ettt nanee e 4

- Tratamento da INFECGAOD .......ooiieiiiiie e 5

- Ciclo de vida dO TrypanOSOM@ CIUZI...........uueiueiaiieeeiieeesieee st e st ee e e 9
PEPUAASES ...ttt ettt ekt e b e b e e e b e e e nre e e 10

- SerinO-Peptidases (EC 3.4.21).......oi et 13

- Cisteino-peptidases (EC 3.4.22)........ooi it 14

- Aspartico-peptidases (EC 3.4.23) ....ccciiiiireciieeciie e e e 15

- Metalo-peptidases (EC 3.4.24) ...t 16

- Treonino-peptidases (EC 3.4.25).......c it 17

- GIUtAMICO-PEPLTASES ....eveeeeiiiiiie ettt e e e e st e e s enre e e e e anneeeas 18
AMINOPEPLIAASES (EC 3.4.11)....cueiiieieeiieieieee e e e e e e 18

- Leucil-aminopeptidase (EC 3.4.11.1) ..cccoiiieiiee e 20

- Aminopeptidases termMofiliCas.........cuvviiiiiiii e 21
Peptidases de Trypan0SOME CIUZI..........coiuueeeeiiiuiieeaeiieeeeseisteeeeesssseeeessssseeaessnsseeeesans 22

O (074 o= 1 F= W (O3 [T PPPRR 23

- Oligopeptidase B (OPB).......couiieiiieiiiie ittt 25

- Prolil-oligopeptidase (POP-TC80) .......c.cuuiiuieiiiieiiiee i 25

= CAEPSINA B 26
Proteases COmMO alVO 08 AIrOJAS ........ueeiuririiiiieiiie ettt 28

B 11 ] (1103 11 1Y USROS 29
(O] 0] 131V o T PP U PP RURROPRIN 31
(O] o)1= 110 P OO PP PR OPRPT 32
N1}V F= Vo [PPSR 32
AN = 8 =T o - VPR 33
Y L= = TR 1Y, 1Y o Lo (o 1 PR 34
Cultivo de TrypPanOSOM@a CIUZI........eeeeiiueieeeaiiieeesesieeeeeaieeeeessnneeeesssseeessssseeeesssnneeens 35

Amplificacdo dos genes da leucil aminopeptidase de Trypanosoma cruzi por PCR 35

viii



Clonagem dos genes amplificados nos vetores de expresSao..........ccceevvvveeeeennnnen.. 36

ANALISE fIIOGENELICA .....ccuieieiiiieeeie bbb 38
Expressao das proteinas recombiNantes..........ccooceieiiiieiiiie i 39
Purificacdo das enzimas recombinantes LAPTCL1 € LAPTC2.......cccccevvvvvveeeeiieeeeeenne, 40
- Prepag&o do extrato total @ SONICAGAOD ........ccoveervierieiriieree e 40
- Cromatografia de afinidade em coluna de niquel.............cccooiiiiiiii e, 40
- Cromatografia de exclusdo molecular em coluna de filtragdo em gel ................. 40
Eletroforese de amostras da LAPTc2 em gel de poliacrilamida...........ccccccoevveeeennnee. 41
- Eletroforese desnaturante (SDS-PAGE) ......ccccoeviiiiiiiiiiiiee e 41
- Eletroforese ndo-desnaturante (PAGE)........coccuiiiiiiiiiee e 41
Eletroforese para determinacédo de atividade enzimatica em géis (zimograma)...... 42
Determinacédo de atividade proteolftiCa.........ceuivveiriieeiiie e 42
S INFIUENCIA O PH ... 42
- InfluENcia da tEMPEratUra .........eeeeiiiiiee e 43
- Termoestabilidade eNZIMALICA ..........ceeiviiiiiiie e 43
- Efeito de iNIDIOIES ........ooiii s 43

Determinacéo das velocidades de hidrolise de Leu-AMC em diferentes
concentracdes, e célculos da constante de Michaelis-Menten (K.,), velocidade

maxima (Vmax), COonstante catalitica (k..;) e eficiéncia catalitica (Keat/Kn) oeovveeervveenne 44
Producé&o de anticorpos €m CamuNAONQOS.........uuveeeiruieieeiiiieeeesriieeesssreeeessseeeeeeaaes 44
IMMUNODBIOT ... e 45
IMUNOCItOIOCANIZAGAD. .........eeee et e e e e e e s e enreeeeens 45
S TS] 011 = To Lo 1= OSSR SSPRP 46
Os produtos de PCR de laptcl e laptc2 possuem tamanhos preditos...................... a7
Os fragmentos amplificados foram corretamente ligados ao vetor de clonagem ..... 47
Clonagem dos genes da LAP de T. cruzi em vetor de exXpressao ........ccoccvveeerevvnnn. 49
ANANISE FIIOGENELICA ......oeeeiiiiie e 51
Expresséo e purificacéo da leucil aminopeptidase recombinante de T. cruzi........... 54
A estrutura oligomérica da LAPTc recombinante é sensivel a SDS ............cccceeenee.. 55
Aleucil-aminopeptidase recombinante de T. cruzi possui atividade 6tima em pH
(o3 11T 1SS 56
ATLAPTc é sensivel a inibidores de metalo-peptidases e a agentes quelantes ...... 57
A estrutura oligomérica da rLAPTc é formada por um hexamero ...........ccccoceeeenee. 58
Parametros cinéticos da rLAPTC heXameériCa.........ccuvevueeevieeeiieeeiieeceeeseeesnee e 59
LAPTc recombinante é imunogénica em camundongo ...........cceerueereeereesieeseesneene 60
IMUNOCItOIOCAlIZAGAO A LAPTC ..eiieiiiee ettt e e e s e e 61
1YoV g LU 1Yo 1 (o T PP PRSP 63
The major leucyl aminopeptidase of Trypanosoma cruzi (LAPTc) assembles into a
homohexamer and belongs to the M17 family of metallopeptidases...............ccccc..... 64
LN I 701 I (0 ]\ 65
EXPERIMENTAL PROCEDURES ........c.ooiiiiii ettt 66



Parasites and preparation of eNnzyme extraCt...........cccccevciieeeeiiiiiee e e 66

Assay Of peptidase ACHIVILY .........ccuuiieiiiiie e 67
LAPTc purification and electrophoretic analysSis...........ccccovveeiiiieie e 67
Identification of T. cruzi aminopeptidase by peptide mass fingerprinting............... 68
Phylogenetic relationship of LAPTC with other LAPS.........cccceviieie e 68
Cloning and expression of the recombinant enzyme (rLAPTC).......ccovcveeiiieeniinenns 69

Molecular organization assay - analytical ultracentrifugation and light scattering. 69
Assay of optimal pH and temperature for activity and thermostability of LAPTc ... 70

Inhibition pattern and cation dependence Of LAPTC .......ccccveeviiieieeisiiiene s siiieee e 70
Analysis of expression and immunocytolocalization of LAPTC ........ccccceevviieeeennee. 71
RESULTS ..ttt ettt et e et e e et e e s st e e et e e anteaeenseeeanseeesnseeeenneeennneeeans 72
T. cruzi enzyme extract mediates hydrolysis of the aminopeptidase substrate Leu-
AMIC ettt et — et e et e et e e e e bee e e neeeabee e e neeenrreeenreeans 72
Leucyl aminopeptidase is assembled into a homo-oligomer............cccccvevviiieennnnes 72
Mass spectrometry identification of the purified aminopeptidase...........cccccccoee.. 74
LAPTC assembles iNt0 @ NeXAMET ...........uviiiiiiiiie e 77
Recombinant and native forms of LAPTc display distinct activity features............ 80
LAPTC retains its oligomeric structure after losing activity ...........ccccceeeeeiiiineeenns 82
LAPTC is a metalloaminOpeptidase..........ccuveiiiieiiiieiieeesiee e 82
LAPTCc is expressed as an oligomer and localizes inside vesicles..............ccc...... 83
DISCUSSION ...ttt e e et e et e e st e e st e e s ebe e e s abeeesaeeesaneeesseeesnseeeans 84
DISCUSSAD ..ueiieeiiiiiee ettt e ettt e sttt e e e st e e e s s st et e e e st ee e e e staeeeeastaeeeeassaeeeeannseeeeennssnnneans 90
(0] 0 [o] 11 1Y 0 1= 1= SRR 100
Referéncias bibliografiCas........ccccvviuiiiiii e 102



Introducao




Doencga de Chagas

A Doenga de Chagas, ou Tripanossomiase Americana, € endémica na
Ameérica Latina. E causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi
que é transmitido aos hospedeiros vertebrados por vetores triatomineos
conhecidos popularmente como barbeiros ou chupancas. Nas Ultimas décadas,
medidas de controle da doenca e combate aos vetores conseguiram reduzir o
numero de pessoas infectadas pelo T. cruzi em muitas areas do Brasil,
Argentina, Uruguai, Chile e outros paises endémicos, conforme dados da
Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2005). No entanto, o parasito, que é
nativo das Ameéricas, permanece endémico em varias outras regides silvestres,
alcancando areas desde os EUA até a Patagbnia (Kribs-Zaleta, 2010). Passado
um século de sua descoberta pelo brasileiro Carlos Chagas (Chagas, 1909), a
doenca ainda é epidemiologicamente relevante, afetando uma populacéo
estimada que varia de 10 a 14 milhdes de pessoas em 18 paises no Continente
Americano, predominantemente na América Latina, (Coura, 2007 e Dias, 2007,
WHO, 2009). Ha ainda dezenas de milhdes de pessoas vivendo em areas de
risco (WHO, 2005 e Castro et alii, 2006). Estima-se que milhares de pessoas
infectadas podem estar vivendo também na América do Norte, Europa e outros
paises como resultado da intensificacdo da atividade migratéria (Schmunis,
2007), demonstrando que a doenca de Chagas representa um problema de

saude publica mundial e de grande importancia sécio-econémica.

- Vias de transmissao

O T. cruzi pode ser transmitido ao hospedeiro humano por diferentes
vias, mas a forma de transmissdo mais comum € via vetorial, como acontece
em 80-90% dos casos (Castro et alii, 2006). No entanto, a doenca pode ser
transmitida também por transfusdo sanguinea, transmissédo congénita vertical
pela placenta e, mais recentemente relatado, via transmissao oral pela ingestao
de alimentos contaminados como 0 suco de acai e o caldo de cana (Cardoso et
alii, 2006 e Dias, 2006). Outras formas de contaminacdo menos comuns sao
representadas por acidentes de laboratoério, transplante de érgdos infectados e
outras formas (Lana e Tafuri, 2005). Transmissdes por transplante e por

transfusdo sdo preocupacdes de saude publica em paises ndo-endémicos



como Austrdlia, Espanha, Canada e EUA (Schmunis, 2007). O modo de
infeccdo mais comum envolve o processo de alimentacao do vetor triatomineo,
gue se contamina ao sugar o sangue de animais hospedeiros infectados, tais
como roedores, marsupiais, aves e até o homem. Os parasitos entdo passam a
viver no intestino do inseto onde sofrem transformacfes e séo liberados
durante o repasto sanguineo quando o inseto defeca no hospedeiro, podendo

resultar em nova transmisséao (Kribs-Zaleta, 2010).

- Desenvolvimento da doencga

A doenca de Chagas pode se desenvolver em trés fases: aguda,
indeterminada (latente) e cronica. A fase aguda da doenca normalmente é
assintomatica, mas pode apresentar algumas manifestacées como febre, mal-
estar e dor de cabeca. Esta fase é caracterizada por ser de curta duracdo (7 a
30 dias) e ter uma grande quantidade de parasitos na corrente sanguinea, o
gue pode levar a morte do paciente. Quando a transmissao € de forma vetorial,
no local da picada ocorre uma reacdo inflamatdria e forma-se uma leséo
volumosa na pele chamada de chagoma. Se a picada acontece na regido dos
olhos, a lesdo é conhecida como sinal de Romafa e é caracterizada por um
edema na péalpebra com congestdo conjuntival e inflamacdo dos linfonodos.
Sintomas como hepatomegalia, esplenomegalia, insuficiéncia cardiaca e
meningo-encefalite podem ocorrer ocasionalmente nesta fase (Castro et alii,
2006). Na grande maioria dos individuos infectados, os sintomas que aparecem
durante a fase aguda da doenga desaparecem naturalmente em um periodo de
3 a8 semanas (Bern et alii, 2007; Kirchhoff, 2009 e Rassi et alii, 2010).

Os individuos que resistem a fase aguda evoluem para a fase
indeterminada (Castro et alii, 2006), que pode ser assintomatica ou sintomatica,
podendo manter a infeccdo de forma latente e sem sintomas por varios anos
(Lana e Tafuri, 2005). Nesta fase da infec¢cdo pelo parasito, os individuos
assintomaticos ndo apresentam evidéncias clinicas de doenca no coracao e no
tubo digestivo (Junqueira Jr., 2002), tem eletrocardiograma normal, mas
mostram exames soroldgicos e parasitolégicos positivos (Andrade, 1985). Ela
acontece logo apos a fase aguda e tem uma longa duracdo (10 a 30 anos) sem

que o individuo infectado sinta os sintomas.



A fase cronica da infeccdo pode manifestar-se como cardiaca, digestiva
ou ambas simultaneamente. Caracteriza-se por apresentar baixa parasitemia e
auséncia de febre. A forma cardiaca da fase cronica sintomatica da doenca
manifesta uma grande quantidade de sintomas que acometem 0s pacientes,
tais como cardiomegalia, espessamentos nodulares do epicardio, dilatacdo das
valvulas mitral e tricuspide, hipertrofia das paredes de atrios e ventriculos,
miocardite, arritmias, insuficiéncia cardiaca e tromboembolismo (Lana e Tafuri,
2005). Além disso, manifestacfes clinicas da doenca podem se associar a
lesbes no sistema nervoso periférico. Na forma digestiva, as pessoas
infectadas apresentam dilatacfes permanentes de viscera e canais provocando
sintomas como megaeséfago, megacdlon, entre outros.

Dos individuos acometidos pela doenca que passam pela fase aguda,
60-80% nao desenvolvem os sintomas (fase indeterminada), enquanto os 20-
40% restantes desenvolvem os sintomas das formas cardiaca e/ou digestiva.
Além disso, a doenca avanca diretamente da fase aguda para a fase crénica
sintomética em cerca de 10% das pessoas infectadas (Bern et alii, 2007; Rassi
et alii, 2010). Recentemente foi demonstrado que os minicirculos do DNA do
cinetoplasto do parasito integram-se ao genoma da célula hospedeira, podendo
refletir consequéncias nos mecanismos auto-imunes que acompanham a fase
cronica doenca de Chagas (Nitz et alii, 2004). As integra¢cfes das sequéncias
de KDNA do parasito ao genoma do hospedeiro humano ocorre em elementos
retrotransponiveis LINE-1 de varios cromossomos e estes eventos ocorrem de
forma vertical. A transferéncia do material genético do T. cruzi para o genoma
humano e sua subsequente heranca indica uma mudanca significativa no

conceito da biologia evolutiva (Hecht et alii, 2010).

- Diagnéstico da patologia

O diagnéstico da doenca de Chagas atualmente é realizado por diversos
métodos sorologicos ou parasitologicos (Kribs-Zaleta, 2010). Dentre 0os exames
parasitologicos estdo a hemocultura, o esfregago e o xenodiagnéstico. Ja os
testes soroldgicos sdo representados pela reacdo de hemaglutinacdo, ELISA e
Imunofluorescéncia indireta para detectar anticorpos no soro. Um método

molecular mais recente, de alta sensibilidade, que detecta o DNA do parasito



no sangue de pacientes por PCR vem sendo bastante aplicado para
diagnosticar a doenga. O nivel de parasitemia é determinante para a escolha
do método mais apropriado a ser empregado. Com isso, 0S exames Sao
dependentes da fase em que o individuo infectado se encontra. Na fase aguda,
0s metodos parasitologicos como xenodiagnéstico e hemocultura, e o0s
soroldgicos, além do método molecular por PCR, sdo usados para detectar o
parasito. Durante a fase crbnica, os testes parasitoloégicos sdo Uteis na
deteccdo do T. cruzi, embora esses métodos sejam significantemente menos
sensiveis que o teste molecular por PCR e 0s exames soroldgicos para o
diagnéstico durante a fase cronica. O nivel de parasitemia baixo limita a
sensibilidade do método por PCR; um resultado negativo ndo confirma um

diagnéstico negativo (Sosa-Estani et elii, 2009).

- Tratamento da infeccao

Atualmente, o tratamento da infeccéo pelo agente etiolégico da doenca
de Chagas é considerado pouco eficaz, pois as drogas disponiveis sao
insatisfatorias devido aos efeitos toxicos e a eficiéncia limitada (Urbina, 2002).
O objetivo da sociedade cientifica mundial é estabelecer um tratamento
satisfatorio e ndo-invasivo aos individuos infectados pela doenga, com o
emprego de uma droga que ndo produza efeitos colaterais aos pacientes e
combata exclusivamente o parasito, nas diferentes fases da doenca.

No entanto, existem dois compostos quimioterapicos principais
disponiveis para o tratamento da infec¢cdo pelo T. cruzi, o Benzonidazol [N-
(benzil-2-nitro-imidazolacetamida)] da Rochagan®-Rodanil®-Roche e o
Nifurtimox [4-(5-nitro-furilide noamino-) tetrahidro-4-4-1, 4-tiazina-1-1-di6xido] da
Lampit®-Bayer. Esses medicamentos, baseados em nitrofuranos, sdo indicados
especialmente para os casos agudos visando reduzir ou erradicar a infeccao, ja
gue nesta fase os parasitos encontram-se em grande numero e circulantes na
corrente sanguinea dos infectados. A taxa de cura observada em pacientes
apos tratamento com essas drogas € de 50-70% durante a fase aguda e de no
maximo 20% durante a fase cronica (Guedes et alii, 2006).

Estudos realizados para analisar a tolerancia e eficacia do nifurtimox e

do benzonidazol em pacientes nas fases aguda e crbnica da doenca de



Chagas mostraram que ambos o0s medicamentos apresentaram efeitos
colaterais significantes. O nifurtimox mostrou ter efeitos mais intensos e
diversificados mesmo em concentragcdes mais baixas que a recomendada,
engquanto que o benzonidazol mostrou ser mais eficaz e apenas em casos
agudos da doenca, sendo pouco satisfatério na fase crénica (Coura et alii, 1997
e Guedes et alii, 2010). No entanto, alguns estudos sugerem que o tratamento
com benzonidazol poderia retardar a progressdo das manifestacdes clinicas e
funcdes cardiacas durante a fase crénica (Viotti et alii, 1994 e 2006; Fabbro de
Suasnabar et alii, 2000). Ambas as drogas apresentaram efeitos colaterais
significantes incluindo nauseas, vOmitos, anorexia, perda de peso,
polineuropatia, alergias cutateas e dermatites (Suasnébar et alii, 2000; Rassi et
alii, 1999; Urbina, 1999 e Cancado, 1980; citados em Guedes et alii, 2006),
além de serem considerados drogas tdxicas e carcinogénicas (Teixeira et alii,
1985 e 1990, citados em Coura et alii, 1997), ja que a toxicidade das drogas
atinge tanto o parasito quanto as células do hospedeiro mamifero (Docampo e
Moreno, 1984 e Gorla et alii, 1989). Algumas linhagens de T. cruzi ndo
respondem a esses tratamentos, mesmo na fase aguda da doenca (Urbina,
1999). Apesar da necessidade do tratamento ser prolongado (60 dias) para
atingir sua eficacia, infelizmente os efeitos ndo esperados podem levar a sua
interrupcéo por parte dos infectados (Coura e Castro, 2002 e Rassi et alii,
2009).
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Figura 1. Estrutura molecular das drogas Nifurtimox e Benzonidazol, usadas para o
tratamento da doencga de Chagas.



Diante das limitacdes das drogas citadas acima, muitos estudos estao
sendo conduzidos na tentativa de identificar e desenvolver novos agentes
terapéuticos alternativos e potenciais para o tratamento da doenca de Chagas
(Urbina, 2009 e Guedes et alii, 2010). Com isso, o0 alvo das pesquisas esta na
bioquimica das vias metabdlicas do parasito mais vulneraveis a acdo de
farmacos que minimize efeitos colaterais ao hospedeiro. Desta forma, as
terapéuticas mais atuais envolvem o metabolismo das purinas (El Kouni, 2003),
compostos de ruténio (Silva et alii, 2010), doadores de 6xido nitrico (Guedes et
alii, 2010) e o uso de derivados azdlicos, como inibidores da biossintese de
esterois (Urbina, 2009).

Apesar da transmisséo vetorial da doenga estar controlada em algumas
regides endémicas da América Latina, a auséncia de tratamento satisfatorio e a
falta de vacina transformam a situagcdo em um grande desafio a ser enfrentado
(Lannes-Vieira, 2009). Dentro deste contexto, existe uma grande necessidade
de desenvolver novas drogas que sejam seguras e eficazes para 0 uso em
humanos. Portanto, a identificagdo de novos alvos e o desenho de drogas
promissoras sdo 0os maiores desafios para o tratamento da doenca de Chagas
(Silva et alii, 2010).

O conhecimento produzido ainda ndo se reverteu de forma efetiva em
avangos terapéuticos, como novos farmacos, métodos de diagndsticos e/ou
vacinas, por exemplo, apontando a necessidade de institucionalizar
mecanismos que levem os produtores a desenvolver pesquisas para o
tratamento de doencas préprias da realidade sanitaria dos paises pobres.

As doengas negligenciadas sdo um problema global de saude publica,
contudo, os centros de pesquisa e desenvolvimento (P&D) das industrias
farmacéuticas sdo quase sempre focados nas doencas globais, para as quais
medicamentos podem ser produzidos e comercializados com geracao de
maiores lucros. Com baixo poder aquisitivo e sem influéncia politica, os
pacientes e sistemas de saude de paises subdesenvolvidos ndo conseguiriam
gerar o retorno financeiro exigido pela maior parte das empresas que
desenvolvem medicamentos (Moran et alii, 2009). Além disso, medicamentos

atualmente disponiveis sao de dificil acesso a alguns paises menos



desenvolvidos e se observa uma crescente resisténcia da enfermidade com o
seu uso na terapéutica (WHO, 2009).

Entre 1975 e 2005, apenas 21 medicamentos foram registrados para
doencgas tropicais, nenhuma para doenca de Chagas, constituindo estas, mais
de 11% da carga global de doencas. Essa situacdo deve-se ao perfil do doente.
A doenca de Chagas é uma enfermidade “silenciosa” porque atinge pacientes
de populacbes das é&reas rurais, que ndo tém voz e tém muito pouca
consciéncia de seu direito ao tratamento. HA ai uma negligéncia social e
politica por parte da indUstria farmacéutica, dos governos e da midia. A doenca
€ silenciosa porque atinge uma populacao silenciosa. A epidemiologia é outro
sinal do descaso, uma vez que todos 0s numeros da doenca sao baseados em
estimativas. Segundo fontes oficiais, a ocorréncia varia de 8 milhdes a 14
milhdes de pessoas no mundo, essencialmente nos 21 paises endémicos
latino-americanos, onde séo estimadas 14 mil mortes por ano. Sabemos que
muitas dessas mortes sao notificadas como cardiopatias, nhdo como resultado
de Chagas. A forma mais comum € a morte subita, ou seja, as pessoas nem
sabem que tém a doenca. E ainda ha o risco de 100 milhdes de pessoas
contrairem a doenca. Epidemiologicamente falando, ha também um fato
importante a ser considerado: atualmente, devido a crescente mobilidade das
pessoas, encontramos casos nos Estados Unidos, Canada, Australia, Japao e
Europa. Estd havendo uma globalizacdo da doenca. O paradigma de que
Chagas € um mal latino-americano esta caindo. (Castilhos, 2009). Durante o
mesmo periodo (1975 a 2005), para outras doencas foram registrados 1.535
medicamentos (Leonardi et alii, 2006; DNDia, 2009). Vérios centros de
pesquisas e 6rgados de saude, como Instituto Pasteur (Franca); Instituto de
Pesquisa Médica do Quénia; Ministério da saude da Malasia; Médicos sem
fronteiras (Internacional); Fundacdo Oswaldo Cruz (Brasil), Centro de
Otimizacdo de Candidatos a Medicamentos, Epichem (Australia), Universidade
de Murdoch (Australia), Universidade Federal de Pernambuco (Brasil) e
Universidade Federal de Ouro Preto (Brasil), se empenham, tanto para a
melhora do tratamento atual, quanto para a criacdo de novos farmacos, com
planos de acgdo para garantir que novos medicamentos sejam desenvolvidos e

gque 0s que ja existem para o tratamento de doencas negligenciadas, em



especial a doenca de Chagas, possam se tornar acessiveis a populacao
(DNDib, 2009).

Embora as perspectivas em relacdo a P&D de medicamentos para as
doencas negligenciadas tenham melhorado a partir de 2003, as necessidades
dos pacientes nos paises em desenvolvimento ainda estdo longe de serem

atendidas.

- Ciclo devidado Trypanosoma cruzi

O ciclo evolutivo do T. cruzi no hospedeiro vertebrado inicia-se quando o
inseto vetor contaminado, ao se alimentar do sangue do hospedeiro durante o
repasto, elimina as formas tripomastigotas metaciclicas em suas fezes e urina.
A picada causa irritacdo local no homem que, ao cocgar, espalha os dejetos
depositados pelo inseto sobre o ferimento e/ou mucosas. Desta forma, os
tripomastigotas metaciclicos presentes nas fezes penetram no hospedeiro,
atingindo sua corrente sanguinea. As formas tripomastigotas circulantes
invadem as células de tecidos do hospedeiro por meio de varios eventos
moleculares da interacdo entre o parasito e a célula hospedeira, levando a uma
mobilizacdo intracelular de Ca** em ambas as células (Docampo et alii, 1996;
Burleigh e Andrews, 1998; Yoshida, 2003; Yoshida, 2006). Dentro das células
do hospedeiro, os tripomastigotas se diferenciam em formas amastigotas. De
forma assexuada, os amastigotas intracelulares sofrem sucessivas divisdes
binarias e se transformam em tripomastigotas flagelados, que rompem as
células e caem na corrente sanguinea do hospedeiro. As formas flageladas dos
tripomastigotas sdo capazes de invadir diferentes células e propagar a infeccéo
no corpo (Brener et alii, 2000). Livres na circulagdo do hospedeiro, os
tripomastigotas podem comecar um novo ciclo ao invadir células vizinhas
(Burleigh e Woolsey, 2002) ou quando sdo sugados por triatomineos que se
alimentam do sangue contaminado. No aparelho digestivo dos insetos, 0s
tripomastigotas diferenciam-se em formas epimastigotas replicativas e, em
seguida, transformam-se em formas tripomastigotas metaciclicas infectantes,

completando o ciclo.
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Figura 2. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Fonte: ARGOLO et alii, 2008.
Disponivel em <http://www.fiocruz.br/chagas/media/Versao em Portugues.pdf>.
Acesso em: 26 julho 2010.

Peptidases

As proteases, também chamadas de peptidases, como recomendado
pelo Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia
Molecular (IUBMB), sdo enzimas que catalisam a hidrélise de ligacdes
peptidicas de proteinas e cadeias polipeptidicas (Turk, 2006).

As enzimas proteoliticas estdo presentes em todos os sistemas
biolégicos, desde virus até os eucariotos superiores. Elas sdo essenciais para
a homeostase celular e desempenham um papel fundamental na regulacédo de
diversos processos biolégicos como digestdo, coagulacdo sanguinea,
processamento hormonal, processamento de precursores relacionados a
sintese de colageno, renovacao proteica, morte celular programada, e outros
processos biolégicos (Dickinson, 2002 e Chang et alii, 2007).
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As peptidases sdo usadas em uma grande variedade de aplicacdes,
principalmente na producdo de detergentes e na indUstria alimenticia. Visando
desenvolver tecnologias que ndo agridem o meio ambiente, o0 uso das
peptidases esta sendo aplicado no tratamento de couro € em muitos processos
de biorremediacdo. As peptidases também sdo usadas extensivamente na
indUstria farmacéutica para o desenvolvimento de medicamentos. As
peptidases que sdo usadas na indUstria alimenticia e na fabricacdo de
detergentes sao preparadas em grandes quantidades e wusadas como
preparagdes brutas, enquanto aquelas que sdo usadas na medicina Ssao
produzidas em pequenas quantidades e exigindo extensa purificacdo antes de
serem utilizadas (Rao et alii, 1998).

De acordo com a localizacdo da acéo catalitica, as enzimas proteoliticas
podem ser classificadas como exopeptidases ou endopeptidases (Hooper,
2002 e Rawlings et alii, 2006). Contudo, existem peptidases que possuem tanto
atividade exopeptidica quanto endopeptidica. As exopeptidases catalisam a
clivagem de seus substratos a partir de sua porgéo carboxi- ou amino-terminal
e, portanto, podem ser subdivididas em aminopeptidases e carboxipeptidases
(Barrett, 1980). As endopeptidases, também chamadas de proteinases,
catalisam a clivagem de ligacbes peptidicas entre residuos de aminoacidos
internos de uma cadeia polipeptidica (Barrett e McDonald, 1986). Existem
também as omega-peptidases, que ndo necessitam de um residuo livre em N-
ou C-terminal do substrato. Elas hidrolisam peptideos ou dipeptideos que séo
ligados por pontes isopeptidicas em ambas as extremidades (Rawlings et alii,
2008). As peptidases também podem ser classificadas quanto as suas
especificidades, seus mecanismos cataliticos e suas relagbes evolutivas
(Barrett e Rawlings, 1991).

Dois sistemas para a classificacdo das enzimas proteoliticas estdo
sendo usados: o sistema EC (Enzyme Commission) da IUBMB (International
Union of Biochemistry and Molecular Biology) e o sistema MEROPS de familias
e clas de peptidases (Barrett, 2001). No sistema EC, as enzimas estao
divididas em seis classes: (1) Oxidoredutases, (2) Transferases, (3) Hidrolases,
(4) Liases, (5) Isomerases e (6) ligases. As peptidases sao classificadas como
hidrolases e formam a subclasse 3.4 (Barrett, 2001). De acordo com o

mecanismo catalitico, que esti relacionado ao principal residuo funcional do

11



grupo quimico envolvido no processo de hidrélise, as endopeptidases podem
ser descritas como aspartico-peptidases, cisteino-peptidases ou treonina-
peptidases quando em geral agem intracelularmente e em pH acido, ou como
tipos serino-peptidases ou metalo-peptidases quando normalmente atuam em
meio extracelular e de pH neutro (Cawston e Wilson, 2006). Atualmente,
existem sete tipos de peptidases dentro desta forma de classificacdo. Os tipos
das treonina-peptidases (Abadjieva et alii, 2000) e das glutamico-peptidases
(Fujinaga et alii, 2004) foram adicionados recentemente ao grupo, juntamente
com o grupo de peptidases de processo catalitico desconhecido. O sistema EC
esta sendo considerado o principal tipo de classificacdo empregado e relaciona
a especificidade do substrato com 0 mecanismo catalitico (Barrett e Rawlings,
1991).

O sistema MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk) de classificacdo de
peptidases foi desenvolvido em 1993 (Rawlings e Barrett, 1993) e publicado em
1996 como bancos de dados na rede mundial de computadores (Barrett, 2001).
Nele, as peptidases séo identificadas, classificadas e distribuidas de forma
hierarquica em clas e familias, baseado na relacdo evolutiva e na estrutura das
enzimas (Rawlings et alii, 2009). Cada peptidase possui um codigo identificador
gue comeca com uma letra indicadora do tipo catalitico da peptidase (A:
aspartico, C: cisteino, M: metalo, S: serino, T: treonino, U: desconhecido ou P:
mais de um dos tipos T, C e S). O identificador do cla € complementado por
uma segunda letra adicional, escrita em sequéncia (Ex: MF). O identificador da
familia € complementado por um numero (Ex: M1). No banco de dados do
MEROPS, o identificador de cada peptidase comeca com o identificador da

familia e € completado com um numero decimal (Ex: M08.001) (Barrett, 2001).
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Figura 3. Esquema de classificagdo das peptidases. As caixas cinzas representam as

classes e as caixas claras sdo exemplos das referidas classes.

- Serino-peptidases (EC 3.4.21)

A familia das serino-peptidases, a mais estudada, é caracterizada por
conter um residuo de serina no sitio ativo de suas enzimas (Pham, 2006). O
mecanismo catalitico das serino-peptidases inicia-se com o ataque nucleofilico
de ligacdes peptidicas pelo residuo de serina, formando um grupo éster como
intermediario covalente. Residuos de cisteina, treonina ou moléculas de agua
associadas a um aspartato também atacam como um nucleéfilo no lugar da
serina, assim como um residuo de histidina pode aparecer como complemento
deste processo. A triade catalitica caracteristica das serino-peptidases é
formada pelas cadeias laterais dos residuos de serina, histidina e aspartato.

As maiores familias desta classe sdo a S1, a S8 e a S9, representadas
pela quimotripsina, subtilisina e prolil oligopeptidase, respectivamente. Elas

apresentam atividade maxima em ambientes com pH entre neutro e levemente
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alcalino e sao inibidas por Diisopropilfluorofosfato (DFP). Muitas apresentam
sensibilidade a Fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF), aprotinina, n-o.-Tosil-L-Lisina
clorometil cetona (TLCK) e n-a-Tosil-L-Fenilalanina clorometil cetona (TPCK)
(Bond e Butler, 1987). A familia S1 é formada por enzimas proteoliticas
envolvidas nos processos digestivos de mamiferos, como a tripsina, a
guimotripsina e a elastase. Outras enzimas que participam da cascata de
coagulacao sanguinea e do sistema complemento estédo incluidas nesta familia
(Rawlings e Barrett, 1995). A familia S8 é composta por enzimas bacterianas,
como a subtilisina, e por peptidases relacionadas encontradas em fungos,
plantas e animais (Rawlings e Barrett, 1995). Elas tém papel no processamento
de peptideos sinalizadores como os hormdnios adrenocorticotropicos humanos
(Barrett e Rawlings, 1991).

As serino-peptidases também participam de varios outros processos
fisiologicos e patoldgicos. Por exemplo, o ativador de plasminogénio do tipo
uroquinase (UPA) esta envolvido em processos importantes como dissolugao
de coagulos sanguineos, remodelamento da matriz extracelular, angiogénese,
cicatrizacdo de feridas, invasdo de tumor e metastase (Walker e Lynas, 2001).
O uPA participa da conversdo do plasminogénio em plasmina, que € uma
enzima que degrada fibrina e proteinas da matriz extracelular e da cartilagem
(Jin et alii, 2003).

- Cisteino-peptidases (EC 3.4.22)

As cisteino-peptidases formam um grupo de enzimas que contém um
residuo de cisteina localizado no sitio ativo, que € composto normalmente pela
triade catalitica Cys-His-Asn. Em geral, elas estao localizadas no citossol e em
compartimentos lisossomais de diversos tecidos de animais, plantas e
microorganismos. Em células de mamfiferos, as familias das caspases e da
calpaina localizam-se no citoplasma enquanto as familias das catepsinas e da
legumaina encontram-se alojadas em compartimentos lisossomais (Chang et
alii, 2007). Em células de mamiferos, Apesar de exibir atividade
endopeptidasica (Barrett et alii, 1998), algumas sao classificadas como
carboxipeptidases (Turk et alii, 2001).
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Algumas familias principais do grupo sdo de importancia médica tais
como: familia C1 da papaina que esta relacionada a osteoporose, respostas
imunes e progressao e metastase do cancer; familia C3 da picornaina que esta
envolvida na hepatite e na poliomielite; familia C13 da legumaina que esta
associada com a apresentacdo de antigenos; familia C14 das caspases que
possuem papel crucial como mediadoras de apoptose; familia C10 da
streptopaina e C25 da gingipaina sdo importantes nas doencas infecciosas
(McKerrow et alii, 1993 e 1999; Krepela, 2001; Barrett e Rawlings, 2001,
Rawlings et alii, 2006). A papaina, pertencente a familia C1, é a enzima mais
estudada do grupo das cisteino-peptidases. As calpainas (familia C2), enzimas
dependentes de célcio, apresentam estruturas altamente conservadas e sao
encontradas em animais vertebrados e invertebrados. Além disso, mostram alta
homologia em sua regido C-terminal com a familia das calmodulinas em
conseqiéncia da presenca de um sitio de ligacdo ao célcio, responsavel pelo
efeito do céalcio na atividade (Barrett e Rawlings, 1991).

As cisteino-peptidases possuem o sitio ativo composto por uma triade
catalitica, onde um intermediario covalente é formado apo6s a acdo de ativacado
do residuo de cisteina por um residuo de histidina em um nucledfilo (Dunn,
2001). Essa classe de enzimas proteoliticas é fortemente inibida por p-
cloromercuriobenzoato (pCMB) e L-trans-epoxisuccinilleucilamido  (4-
guanidino)-butano (E-64), além de outros agentes tais como iodoacetamida,

leupeptina, cistatina e quimostatina (Bond e Butler, 1987).

- Aspartico-peptidases (EC 3.4.23)

Esta classe é formada geralmente por enzimas extracelulares
encontradas em grande parte em organismos eucariotos. Porém, elas também
sdo encontradas em bactérias e virus. As aspartico-peptidases apresentam
melhor atividade em pH acido o que nos leva a acreditar que 0S grupos
carboxilas estdo diretamente envolvidos no mecanismo catalitico. Neste grupo
aparecem enzimas digestivas como a pepsina, quimosina, renina e a
retropepsina. Suas massas moleculares variam entre 30 a 40 kDa, podendo

chegar até a 80 kDa, como € o caso da Catepsina E, e séo inibidas
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especificamente por pepstatina A ou por compostos de diazoacetil (Barrett e
Rawlings, 1991).

A catepsina D, integrante bem conhecida desta classe, participa da
digestdo de proteinas e peptideos localizados nos compartimentos acidos dos
lisossomos (Fusek e Vetvicka, 2005). A catepsina D também esta envolvida no
processamento de horménios, neuropeptideos e antigenos, funcionando como
um alvo que permite modular doengas auto-imunes (Lkhider et alii, 2004; Fusek
e Vetvicka, 2005 e Chapman, 2006). As aspartico-peptidases formam um grupo
de enzimas que possuem o aparato catalitico composto por dois residuos de
acido aspartico. Na pepsina, esses residuos encontram-se nas posicées Asp-
32 e Asp-215 (Dunn, 2001). As enzimas desta classe atuam sobre ligacdes
peptidicas flanqueadas por residuos de aminoacidos hidrofobicos. O
mecanismo catalitico das aspartico-peptidases durante a catalise da clivagem
de ligacGes peptidicas é realizado sem o uso de ataques nucleofilicos por um
grupo funcional das enzimas. Assim, uma molécula de &gua aparece
fortemente ligada entre o par de residuos de acido aspartico (Hofmann et alii,
1984).

- Metalo-peptidases (EC 3.4.24)

As metalo-peptidases formam a classe enzimética considerada a mais
primitiva, que se caracteriza pela necessidade de um cation divalente presente
no sitio ativo das enzimas. Normalmente este ion é o zinco, mas outros ions
metalicos como cobalto, magnésio, calcio e niquel podem aparecer
substituindo o zinco sem perder a atividade. O ion metalico divalente é usado
para proporcionar uma forte atracao eletrofilica que ajuda no ataque hidrolitico
de uma molécula de agua (Dunn, 2001). As familias das metalo-peptidases
estdo agrupadas em diferentes clas baseado na natureza do aminoacido que
completa o sitio de ligacdo ao metal. O cla MA é composto pela sequéncia
HEXXH-E e o cla MB corresponde ao motivo HEXXH-H (Rao et alii, 1998).

Esta classe de enzimas dependentes de ions metalicos divalentes no
mecanismo catalitico é encontrada amplamente em bactérias e eucariotos. Boa

parte delas localiza-se no meio extracelular, mas sdo encontradas também no
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citossol, em vesiculas e também associadas a membranas. Elas apresentam
uma grande diversidade de sequéncias e estruturas, e sdo sensiveis a agentes
guelantes a ions divalentes tais como 1,10-fenantrolina, EDTA e EGTA (Bond e
Butler, 1987). A classe das metalo-peptidases incluem uma grande variedade
de enzimas como as colagenases de organismos superiores (Hibbs et alii, 1985
e Okada et alii, 1986), toxinas hemorragicas presentes em veneno de cobras
Shannon et alii, 1989), termolisinas bacterianas (Weaver et alii, 1977) e
metalo-peptidases de Trypanosoma cruzi (Niemirowicz et alii, 2008).

A termolisina, uma peptidase neutra, € o membro melhor caracterizado
do cla MA. Nela, residuos de histidina do motivo HEXXH funcionam como
ligantes do zinco. Além disso, um residuo de glutamato tem fungcdo catalitica
sobre ligacbes peptidicas (Potempa e Pike, 2005). A termolisina é uma
peptidase de 34 kDa muito estavel, com meia-vida de 1 h a 80 °C. A
colagenase, outra importante metalo-peptidase, tem acdo muito especifica
atuando sobre colageno e gelatina. Ela foi inicialmente encontrada na bactéria
anaerobica Clostridium hystolyticum como um componente de produtos toxicos.
Mais tarde ela foi encontrada sendo produzida pela bactéria aerdbica
Achromobacter iophagus e outros organismos incluindo fungos. A elastase,
produzida por Pseudomonas aeruginosa, é outro importante membro da familia
de metalo-peptidases neutras. As metalo-peptidases alcalinas produzidas por
Pseudomonas aeruginosa e Serratia spp. sao ativas em pH entre 7 e 9 e tém
massas moleculares entre 48 e 60 kDa. As metalo-peptidases de matriz estdo
envolvidas na degradacdo da matriz extracelular durante a morfogénese de
tecidos, diferenciacéo e cicatrizacao de feridas e pode ser Util no tratamento de
doencas tais como cancer e artrite (Rao et alii, 1998). As aminopeptidases
formam um amplo grupo dentro da classe das metalo-peptidases,

apresentando fungdes importantes.

- Treonino-peptidases (EC 3.4.25)

O grupo das treonino-peptidases foi descrito em 1995 e € formado por
poucas familias. O mecanismo catalitico dos membros desta classe parece

funcionar com um residuo de treonina N-terminal participando como um
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nucledfilo no ataque ao grupo carbonil da ligacdo peptidica. Esta classe de
peptidases representa um elemento essencial na via ubiquitina-proteassoma,
gue é a principal cascata intracelular de degradacéo controlada de proteinas
(Mitsiades et alii, 2006). As treonino-peptidases estdo envolvidas em muitos
processos celulares fundamentais, tais como progressdo do ciclo celular,
divisdo celular, desenvolvimento, diferenciacdo e apoptose. Além disso,
influencia modula respostas imunes e inflamatérias (Wang e Maldonado, 2006).

Uma vez que 0 grupo € recente, pouco caracterizado e possui poucos
integrantes, aguarda-se um maior aprofundamento no conhecimento das

enzimas e inibidores (Lowe et alii, 1995).

- Glutamico-peptidases

Esta classe enzimética, recentemente descrita, é formada por apenas
uma familia. Seu mecanismo hidrolitico é anico, com uma diade catalitica
composta por um residuo de glutamato e outro de glutamina, onde o glutamato
ativa uma molécula de agua nucleofilica enquanto a glutamina estabiliza um
intermediario tetraédrico formado na via hidrolitica. Além disso, um residuo de
acido aspartico também parece estar envolvido na atividade catalitica.
(Fujinaga et alii, 2004). A atividade enzimatica deste grupo de peptidases é
potencialmente inibida pelo composto 1,2-epoxi-3-(p-nitrofenoxi) propano
(EPNP) (Oda, 2004).

Aminopeptidases (EC 3.4.11)

As aminopeptidases sado enzimas do tipo exopeptidases que removem
residuos de aminoacidos das extremidades N-terminais de proteinas e cadeias
polipeptidicas. Essas exopeptidases sdo encontradas em animais, plantas e
microorganismos, e podem apresentar diversas funcdes celulares tais como
modulacdo da expressdo génica, hidrolise de peptideos regulatérios,
processamento de antigenos, maturacdo, renovacdo e modelamento de
proteinas, degradacao de proteinas mal-sintetizadas, entre outras (Bertin et alii,

2005). Algumas aminopeptidases localizadas no reticulo endoplasmatico e no
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citossol estdo envolvidas no processamento e na geracdo de peptideos
antigénicos associados as moléculas de MHC classe | (Hattori e Tsujimoto,
2004). Quanto a localizacdo, a maior parte delas € encontrada no citoplasma
celular, podendo também aparecer em organelas intracelulares
compartimentalizadas, em componentes de membranas e secretadas no meio
extracelular. Juntamente com as endopeptidases, as aminopeptidases
promovem a hidrélise de peptideos e proteinas em aminoacidos livres.

Atualmente, as aminopeptidases sao consideradas como importantes
alvos para o desenvolvimento de novas drogas, como evidenciado pela
importancia de suas atividades no ciclo de vida de Plasmodium spp. (Howarth e
Lloyd, 2000; Gavigan et alii, 2001; Lin et alii, 2001), Leishmania spp. (Morty e
Morehead, 2002) e T. brucei (Knowles, 1993). Além disso, a vacinacao de
ovelhas com leucil aminopeptidases de Fasciola conferiu protecdo contra
fasciolase (Acosta et alii, 2008; Piacenza et alii, 1999). Em P. falciparum, elas
atuam nos estagios terminais de degradacdo da hemoglobina, gerando
aminoacidos essenciais para o crescimento e desenvolvimento do parasito
(Skinner-Adams et alii, 2010). Em bactérias, as aminopeptidases
desempenham um importante papel fisiolégico de nutricdo e renovacgao
proteica, reciclando os residuos de aminoacidos gerados pela acdo de
endopeptidases ou de proteassomas (Matsui et alii, 2006). Em virus como o
HIV, a leucil-aminopeptidase desempenha uma importante funcdo na entrada
do virus na célula, exatamente ho momento em que a infec¢cdo é estabelecida
(Pulido-Cejudo et alii, 1997 e Beninga et alii, 1998). Em helmintos, as leucil-
aminopeptidases sdo menos comumente caracterizadas, mas evidéncias
suportam sua participacdo em processos cruciais no ciclo de vida dos vermes
(McCarthy et alii, 2004, citado em Acosta et alii, 2008).

As aminopeptidases estdo sendo usadas como ferramentas moleculares
no auxilio na determinacdo de sequéncias de proteinas, sejam como aditivos
para ensaios de dois passos de endopeptidases, ou como agentes atuantes no
processamento de proteinas recombinantes e produtos de fusdo (Arima et alii,
2004).
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- Leucil-aminopeptidase (EC 3.4.11.1)

As leucil-aminopeptidases (LAPs) formam um grupo diversificado de
exopeptidases que catalisam a hidrolise de ligacfes peptidicas tendo residuos
de leucina na por¢cdo amino-terminal de proteinas ou de substratos peptidicos
(Rawlings e Barrett, 2004). Elas pertencem as familias M1 e M17 de peptidases
que sdo distintas em estrutura, mecanismo enzimatico e fungbes biologicas.
Quanto ao dominio catalitico, as LAPs de M1 e M17 se distinguem pela
presenca e auséncia do motivo HEXXH de metalo-peptidase, respectivamente.
Além disso, enquanto as LAPs M17 s&o homo-hexaméricas e se ligam a dois
cétions divalentes, as LAPs M1 ndo sdo hexaméricas e se ligam a um unico ion
divalente. As enzimas da familia M1 pertencem ao cla MA(E) enquanto que as
LAPs da familia M17 pertencem ao cla MF de metalo-peptidases (Matsui et alii,
2006). Em geral, as LAPs apresentam atividade maxima em pH neutro ou
alcalino, sdo inibidas por bestatina e amastatina (Rawlings et alii, 2006),
exibem temperatura variavel para melhor atividade e necessitam de cations
divalentes (Matsui et alii, 2006). As LAPs M17 sao formadas por mondémeros
(53-55 kDa) montados em enzimas homo-hexaméricas com altas temperaturas
de funcionamento e pH o6timo alcalino (Colloms, 2004; Strater e Lipscomb,
2004; e Walling, 2004). A estrutura tridimensional da LAP bovina (1,6 A) e da
PepA de E. coli (2,5 A) foram determinadas por cristalografia de raio-X e estes
estudos forneceram conhecimentos importantes sobre o0s mecanismos
cataliticos e a estrutura da usados pelas LAPs (Colloms, 2004 e Strater e
Lipscomb, 2004).

As LAPs sao formadas por homo-hexameros e possuem grande
importdncia médica e biolégica devido as suas funcbes essenciais na
degradacdo de proteinas e no metabolismo de peptideos biologicamente ativos
(Terenius et alii, 2000; Goldberg et alii, 2002; Lowther e Matthews, 2002,
citados em Lin et alii, 2004). A leucil-aminopeptidase do cristalino bovino foi a
primeira LAP a ser descrita (Burley et alii, 1990). Sua estrutura terciéria revelou
a presenca de dois dominios e o sitio ativo localizado na por¢do C-terminal.

Em mamiferos, a enzima é intracelular e tem um papel importante na
degradacéo de produtos produzidos por proteinases no citossol. Além disso, a
enzima participa da clivagem de peptideos produzidos pelo proteassoma para

a apresentagdo de antigenos via MHC | induzida por interferon gama (Beninga
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et alii, 1998; Kloetzel e Ossendorp, 2004). Recentemente, sugeriu-se que a
LAP animal estd envolvida no status redox (Cappiello et alii, 2006). Em
bactérias, a enzima também é intracelular e, assim como nos animais, ela ndo
s6 atua em processos proteoliticos na por¢cdo N-terminal de proteinas e
peptideos, mas também apresenta funcdes secundarias atuando como
repressores transcricionais (Behari et alii, 2001; Woolwine et alii, 2001), fatores
de recombinacéo sitio-especifico (Colloms, 2004) e receptores de toxinas para
o transporte vesicular até a membrana (Matsui et alii, 2006). Em plantas, as
LAPs estdo localizadas nos cloroplastos e séo sintetizadas com peptideo sinal
N-terminal. Elas sdo menos estudadas nos vegetais e suas funcdes estao
sendo progressivamente melhores elucidadas nos dltimos anos. A LAP M17
vegetal melhor caracterizada é a de Solanum lycopersicum (Walling, 2004).

Em Plasmodium spp., as LAPs da familia M17 estdo envolvidas no
catabolismo da hemoglobina do hospedeiro e no desenvolvimento do parasito
(Gardiner et alii, 2006; Stack et alii, 2007 e Dalal e Klemba, 2007). Os residuos
de amino&cidos derivados do processo de degradacdo da hemoglobina pelas
LAPs sdo essenciais para a nutricdo e sintese de proteinas necessarias para o
crescimento e desenvolvimento dos parasitos da malaria (Lee et alii, 2010).
Elas também participam do ciclo de vida do parasito e, além disso, estudos de
inibicdo indicaram que elas sdo inibidas e o crescimento dos parasitos €
interrompido, sugerindo que as LAPs séo alvos importantes para o
desenvolvimento de drogas (Nankya-Kitaka, 1998; Gardiner et alii, 2006; Stack
et alii, 2007; Cunningham et alii, 2008 e Skinner-Adams et alii, 2010, citados
em Lee et alii, 2010).

- Aminopeptidases termofilicas

Este grupo de enzimas esta incluido na familia M29 das metalo-
peptidases. Muitas aminopeptidases termofilicas sdo leucil aminopeptidases,
ou seja, enzimas que catalisam a hidrélise e liberacdo um aminoacido N-
terminal, preferencialmente leucina. A primeira aminopeptidase termoestavel
caracterizada foi de Bacillus stearothermophilus (Roncari e Zuber, 1969). A

aminopeptidase de Thermus aquaticus, uma bactéria extremamente termofilica,
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€ bastante termo-estavel, apresenta temperatura 6tima acima de 70 °C e
também pertence a este grupo (Motoshima et ali, 1990). Um exemplo
importante deste grupo enzimatico foi caracterizado em nosso laboratoério, uma
aminopeptidase termofilica de Borrelia burgdorferi, membro desta familia. A
enzima formada por homo-hexameros de 300 kDa montados por mondmeros
de 50 kDa, exibiu atividade dependente de sua forma oligomérica, com
atividade méaxima a 60 °C. Mostrou-se também ser dependente de zinco para
funcionar e foi inibida por bestatina. Esta enzima termoestavel pode estar
envolvida no processo de suprimento de aminoacidos e/ou no processamento

de proteinas e peptideos (Bertin et alii, 2005).
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Figura 4. Estrutura tridimensional da Leucil aminopeptidase do cristalino bovino.
O sitio ativo encontra-se posicionado na regido central da estrutura homohexameérica.
As esferas cinzas representam a ligacdo do inibidor amastatina. Resolugdo 2.4 A
(merops.sanger.ac.uk; PDB protein data bank).

Peptidases de Trypanosoma cruzi

Ao longo das dultimas duas décadas, um melhor entendimento da
biologia do T. cruzi tem permitido a identificacdo de muitos alvos para a

quimioterapia da doenca de Chagas. Agentes anti-chagasicos baseados em
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vias bioquimicas metabdlicas ou enzimas especfificas do parasito, produtos
naturais e seus derivados, assim como aqueles obtidos pelo desenho e sintese
de compostos, foram recentemente revisados (Duschak e Couto, 2007). As
peptidases possuem multiplos papéis na patogénese da doenca de Chagas
fazendo delas alvos potenciais e atrativos para o desenvolvimento de novas

drogas contra a doenga de Chagas (Duschak e Couto, 2009).

- Cruzipaina (Cz)

A cruzipaina, também conhecida como GP57/51 ou por cruzaina, € a
mais abundante e melhor caracterizada cisteino-peptidase do T. cruzi e
pertence a superfamilia da papaina (Cazzulo et alii, 1997 e 2001). A enzima é
codificada por um grande numero de genes localizados em sequéncia em
varios cromossomos (Eakin et alii, 1992 e Campetella et alii, 1992). A Cz
possui uma extensdo C-terminal longa e altamente glicosilada (Aslund et alii,
1991 e Parodi et alii, 1995). Esta glicoproteina é diferencialmente expressa em
uma mistura de isoformas por diversas linhagens do T. cruzi, em todas 0s seus
estagios de desenvolvimento, mostrando uma atividade significativamente mais
alta nas formas epimastigotas quando comparada as outras formas do parasito
(Campetella et alii, 1990; Franke de Cazzulo et alii, 1994 e Gea et alii, 2006).
Assim como a maior parte das cisteino-peptidases, a Cz é sintetizada como
Zimogénio que se torna ativo somente apés a clivagem de um pro-dominio N-
terminal, gerando desta forma a enzima madura (Eakin et alii, 1992). Esta
enzima possui trés sitios potenciais de N-glicosilacdo, dois no dominio
catalitico N-terminal e um no dominio antigénico C-terminal (Barboza et alii,
2005).

A Cz localiza-se essencialmente nos reservossomos das formas do
parasito, mas também é encontrada na superficie celular de tripomastigotas,
sugerido diferentes funcfes bioldgicas (Scharfstein et alii, 1986; Campetella et
alii, 1990; Souto-Padron et alii, 1990).

A Cz é necessaria e essencial para a sobrevivéncia dos parasitos, para
sua diferenciacdo celular, crescimento e desenvolvimento dentro da célula

hospedeira (Cazzulo et alii, 2001; dos Reis et alii, 2006 e McKerrow et alii,

23



2006). Ela pode estar envolvida em mecanismos de defesa do parasito contra a
resposta imune do hospedeiro por apresentar atividade endopeptidica e ser
capaz de hidrolisar a porcdo Fc de IgGs (Bontempi e Cazzulo, 1990). Além
disso, a Cz participa do processo de invaséo e internalizacdo do parasito nas
células de mamiferos, como provado por estudos com inibidores especificos da
enzima (Souto-Padron et alii, 1990), os quais interfem ndo s6 na invasao
celular como também inibindo a replicacdo intracelular do T. cruzi (Meirelles et
alii, 1992).

A atividade da enzima é 6tima em pH &cido e é inibida por E-64, TLCK,
leupeptina e antipaina (Cazzulo et alii, 1989 e 1997; Bonaldo et alii, 1991).
Inibidores da cruzipaina induzem a diminuicdo de sua expressdo no parasito,
resultando em uma reducdo sutil da metaciclogénese, mas sem interferir na
capacidade de infeccdo de células mamiferas por tripomastigotas (Yong et alii,
2000). A chagasina, uma proteina de 11 kDa expressa nas diferentes formas
do T. cruz, foi identificada e caracterizada como um inibidor endégeno de
cisteino-peptidases semelhantes a papaina (Monteiro et alii, 2001; Sanderson
et alii, 2003).

Figura 5. Estrutura terciaria da cruzipaina. Resolucdo de 2,20 A
(merops.sanger.ac.uk; PDB protein data bank).
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- Oligopeptidase B (OPB)

A Oligopeptidase B, membro pertencente a familia S9 das serino-
peptidases, foi inicialmente identificada e descrita como uma enzima citosélica
de 80 kDa apresentando atividade méxima sobre o substrato fluorogénico N-
Cbz-Gly-Gly-Arg-AMC em pH 8,0 (Santana et alii, 1992). Esta enzima possui
especificidade para clivagem hidrolitica de residuos basicos e apresenta o
dominio catalitico composto por um motivo af hidrolase e um dominio formado
por sete folhas B (Polgar, 1997 e Gerczei et alii, 2000). A OPB de T. cruzi tem
um papel central na invasdo da célula hospedeira, mobilizando o fornecimento
de Ca?" intracelular em células de mamfferos e recrutando os lisossomos para
o local de invasdo do parasito (Burleigh et alii, 1997). Isso foi comprovado por
estudos de delecdo do gene que codifica a OPB, resultando em uma
diminuicAo marcante da invasdo das células hospedeira e do estabelecimento

da infeccdo (Caler et alii, 1998).

- Prolil-oligopeptidase (POP-Tc80)

A POP-Tc80 € uma enzima da familia S9 das serino-peptidases,
apresenta atividade enzimatica maxima em pH neutro e tem uma massa
molecular de 80 kDa. Ela possui especificidade para o colageno humano dos
tipos | e IV e para o colageno do tipo | em rato e foi identificada em extratos
celulares de formas epimastigotas, amastigotas e tripomastigotas (Santana et
alii, 1997 e Grellier et alii, 2001). Aléem disso, hidrolisa fibronectina e esta
envolvida na entrada das formas tripomastigotas nas células hospedeiras ndo-
fagociticas de mamiferos. Portanto, esta enzima é considerada um importante
fator de viruléncia e um alvo potencial para o desenvolvimento de drogas
contra o T. cruzi (Santana et alii, 1997; Grellier et alii, 2001; Bastos et alii,
2005). Estudos de modelagem estrutural sugeriram que a POP-Tc80 é formada
por um dominio a/B-hidrolase contendo a triade catalitica Ser548-Asp631-
His667 e sete hélices B-propeller no dominio ndo catalitico. Analise de Docking
sugere que 0 acesso da tripla hélice do colageno ao sitio catalitico ocorre na

vizinhanca da interface entre os dois dominios (Bastos et alii, 2005).
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Figura 6. Estrutura cristalogréfica da prolil-oligopeptidase de T. cruzi. (Bastos et alii,
2005).

- Catepsina B

A catepsina B lisossomal foi a primeira cisteino-peptidase a ter sua
estrutura cristalizada determinada (Musil et alii, 1991). Seu homélogo em T.
cruzi tem massa molecular de 30 kDa, é sintetizada como zimogénios inativos
em todas as formas do parasito (Garcia et alii, 1998), mostra atividade 6tima
em ambientes acidos e geralmente é sensivel a inibidores classicos de
cisteino-peptidases.

A catepsina B degrada matriz extracelular em condi¢cdes patologicas
(Buck et alii, 1992), incluindo o cancer (Chang et alii, 2007) e artrites
reumatdides (Hashimoto et alii, 2001). Durante a progressdo de tumores
malignos, a catepsina B exibe aumentos em sua expressao génica, atividade
enzimatica e mudancas na sua localizacdo intracelular (Berquin e Sloane,
1996; Fernandez et alii, 2001 e Podgorski e Sloane, 2003). A expresséo da
catepsina B, mesmo que em baixas concentracfes na maioria dos tecidos
normais, aumenta consideravelmente em tumores malignos (Keprela, 2001;
Jedeszko e Sloane, 2004; Joyce e Hanahan, 2004; Joyce et alii, 2004;

Mohamed e Sloane, 2006; Gocheva et alii, 2006). Niveis elevados da enzima
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estdo associados a uma sobrevida menor de pacientes com cancer de
intestino, ovario e outros tipos de cancer, mostrando que a catepsina B
contribui para o desenvolvimento do cancer e sua nocividade. Além disso,
pacientes com cancer exibem niveis elevados de catepsina B e de outras
cisteino-peptidases na urina e no plasma, comparado ao de individuos
saudaveis (Chang et alii, 2007).

Ratos deficientes em catepsina B ndo demonstraram nenhuma evidéncia
para um papel da enzima na apresentacdo de antigenos mediada por MHC-I,
indicando que a catepsina B ndo esta envolvida neste processo (Deussing et
alii, 1998). Mueller-Steiner e colaboradores (2006) mostraram que a catepsina
B apresenta funcbes anti-amiloidogénicas e neuroprotetivas, pois degradam a
proteina precursora PB—amildide, reduzindo os niveis dos peptideos 8 .

Portanto, a enzima possui papel de defesa natural contra a doenca de
Alzheimer.

N-terminal

Fenda catalitica

Figura 7. Estrutura tridimensional da catepsina B de Bos taurus com a ligacdo do
inibidor E-64 em seu sitio catalitico. Resolucdo de 2.29 A (merops.sanger.ac.uk; PDB
protein data bank).
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Proteases como alvo de drogas

Os medicamentos atuais existentes para o tratamento da doenca de
Chagas tais como compostos nitrofuranos (nifurtimox) e nitroimidazélicos
(benzonidazol) sdo parcialmente efetivos durante a fase aguda da infeccao,
mas sao pouco efetivos no estagio crénico da doenca. Além disso, em adicao
aos sérios efeitos colaterais, a resisténcia contra ambos 0s compostos leva a
um aumento no nuamero de falhas no tratamento (Urbina, 2002). Estes
problemas, junto com a atual falta de vacinas, provocam a necessidade para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas contra a doenca de Chagas
(Urbina, 2001 e Barrett et alii, 2003). Com isso, a elucidacdo dos mecanismos
bioquimicos e moleculares da fisiologia e viruléncia do patégeno € essencial.

Uma metalo-peptidase dependente de zinco, a GP63, é expressa em
espécies de tripanossomas e Leishmania. Considerada a principal glicoproteina
de superficie de Leishmania spp. € uma proteina ancorada a GPI
(glicosilfosfatidilinositol) de 63 kDa conhecida também como leishmanolisina
(Button et alii, 1993). A GP63 esta envolvida na infectividade, na interacao de
Leishmania spp. com os receptores dos macréfagos do hospedeiro mamifero
(Button et alii, 1991) e na sobrevivéncia intralisossomal (McGuire & Chang,
1996). A estrutura cristalizada de GP63 de Leishmania major demonstrou que
ela € composta por trés dominios distintos: N-terminal, central e C-terminal. O
dominio N-terminal da leishmanolisina possui uma hélice com o motivo
HEXXH, conservado entre as metalo-peptidases, além de seu dobramento ser
similar a essas (Schlagenhauf et alii, 1998). A GP63 é sintetizada como um
precursor inativo que é ativado via “cysteine switch”. Esse mecanismo sugere
gue a laténcia € mantida por obstrucdo do sitio ativo pela regido pré da
proteina, adjacente a regido pré (pré-peptideo) localizada na extremidade N-
terminal e, portanto, a clivagem dessa regido regulatoria resultaria na enzima
ativa. Um sitio de adicdo a ancora GPIl esta presente na extremidade C-
terminal da GP63. Esses trés dominios sdo clivados no lumen do reticulo
endoplasmatico durante o processamento da proteina (Ellis et alii, 2002). O
processamento da regido N-terminal da GP63 de Leishmania major foi
demonstrado in vitro com a adi¢do de HgCl,, resultando na ativagdo da enzima.
Esse mecanismo parece ser homdllogo ao de outras metalo-peptidases
(MacDonald et alii, 1995).
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A atividade metalo-peptidasica e genes gp63 homodlogos foram identificados
em T. brucei. Em T. cruz, dois grupos foram caracterizados e nomeados como
Tcgp63-1 e Tcgp63-1l. Ambos possuem as regibes pré e pré, o dominio
catalitico HEXXH, muitas cisteinas e prolinas conservadas, caracteristicas
comuns as metalo-peptidases GP63. Os membros Tcgp63-1 sdo proteinas de
superficie ligadas a membrana por ancora GPI| e apresentam atividade metalo-
peptidasica, além de serem expressos em todos os estagios do ciclo de vida de
T. cruzi. Anticorpos Tcgp63-1 especfficos foram purificados e inibiram a
infeccdo in vitro de células mamiferas (Cuevas et alii, 2003).

Foram identificadas 425 sequéncias de nucleotideos referentes a GP63
da cepa CL Brener de T. cruzi, dentre eles 251 provaveis pseudogenes,
mostrando que se trata de uma familia de genes multicépia. J& em T. cruzi,
foram identificados apenas 3 genes que codificam leucil-aminopeptidases.

O T. cruzi, assim como outros patdgenos, apresenta muitas atividades
proteoliticas (Cazzulo, 2002). As peptidases estdo envolvidas em muitos
aspectos da fisiologia de microorganismos e na interacdo patége no-hospedeiro
e, por isso, estdo sendo atualmente consideradas como novos alvos de drogas
e candidatas a vacinas para infeccbes causadas por parasitos (Bertin et alii,
2005). Além disso, elas participam ativamente do mecanismo de infeccédo das

células do hospedeiro mamifero pelo T. cruzi.

Justificativa

A doenca de Chagas € endémica em muitos paises sendo responséavel
por 12 a 14 milhdes de pessoas infectadas. Pelo menos 90 milhdes encontram-
se em risco potencial de adquiri-la na América Latina. Os mecanismos
patogénicos pelos quais o T. cruzi provoca uma variedade de quadros clinicos
ainda sdo consideravelmente controversos. A hipdtese da ativacdo de um
processo auto-imune tem aspecto fundamental no entendimento da
patogenicidade da doenca de Chagas (Kierszenbaum, 1996). A origem desta
teoria esta baseada no achado de que os soros de pacientes chagasicos ou de
animais de laboratorio infectados pelo T. cruzi apresentam anticorpos que

reconhecem antigenos do parasito e do tecido dos hospedeiros.
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Apesar dos esforcos para o desenvolvimento de drogas terapéuticas
(Urbina, 2001), a doenca de Chagas ainda ndo apresenta tratamento
satisfatorio. Agentes quimioterapicos atualmente em uso no tratamento das
infeccdes pelo T. cruzi possuem baixos efeitos sobre os parasitas durante a
fase crbnica e, quando empregados para tratamento de infeccbes em

humanos, apresentam graves efeitos colaterais como alta citotoxicidade.
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Objetivo
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Objetivo

Este trabalho esta inserido na linha de pesquisa de nosso grupo que
trata de contribuir para a identificacdo de alvos potenciais para o
desenvolvimento de novas drogas, visando a possibilidade de inovacdo do
tratamento da infeccdo causada pelo parasito protozoario Trypanosoma cruzi,
agente etioldgico causador da doenca de Chagas.

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho consiste em determinar a
expressao, purificacdo e caracterizacdo bioquimica da leucil-aminopeptidase
de T. cruzi, uma enzima que participa de diversos aspectos fisiologicos de
diferentes sistemas bioldgicos.

Com isso, esperamos que a enzima objeto deste estudo possa se tornar
um promissor alvo para o desenvolvimento de farmacos quimioterapicos mais
especificos no combate ao T. cruzi e, consequentemente, para o tratamento da

doenca de Chagas.

Atividades

1. Clonar dois genes de leucil-aminopeptidase de T. cruzi (LAPTc) e

expressar a proteina recombinante em sistema heterdlogo E. coli;
2. Purificar a enzima recombinante melhor expressa em E. coli;

3. Caracterizar bioquimicamente a LAPTc recombinante purificada e

determinar seus parametros cinéticos;

4. Produzir anticorpos especificos contra a enzima purificada e determinar

sua antigenicidade;

5. Ildentificar a localizacdo intracelular da LAPTc nas trés formas do

parasito por imunofluorescéncia;

6. Comparar as propriedades cinéticas e bioquimicas da LAP recombinante

com aquelas de sua forma nativa.
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Nota técnica

Parte dos resultados mostrados neste trabalho compdem um capitulo da
tese de doutorado de Gléria Cadavid-Restrepo defendida no Programa de
Po6s-Graduacdo em Patologia Molecular — UnB, sob a orientagdo do Prof.
Jaime Santana (Cinética de atividade e expressdo da catepsina B e
caracterizacao bioquimica de uma leucil aminopeptidase de Trypanosoma
cruzi. Faculdade de Medicina, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2005). Os
resultados sao: identificacdo, purificacdo e caracterizagdo bioquimica da
LAPTc. A época que o trabalho foi realizado, fui bolsista de iniciacio
cientifica com o Prof. Jaime Santana e trabalhei com a entdo discente
Gloria Cadavid-Restrepo na caracterizagdo da LAPTc. Durante dois anos de
minha iniciacdo cientifica, acompanhei colaborativamente em todos os
experimentos relativos a LAPTc nativa. Neste contexto, o Prof. Jaime
Santana me convidou para fazer o doutorado neste tema, em colaboracao
com o Prof. Carlos R. Félix, com o objetivo de aprofundar nosso
conhecimento sobre essa enzima e, entdo, produzir um manuscrito que
pudesse ser enviado para um bom periédico no exterior. Dessa forma, me
engajei no projeto com o0s objetivos de clonar e expressar genes codantes
para LAPs de T. cruzi, sendo que um deles € o da LAPTc. Assim, consegui
clonar dois genes, mas apenas aquele da LAPTc foi expresso em E. coli. A
seguir, fiz estudos comparativos de parametros cinéticos, de temperatura e
pH, expressao e citolocalizacdo da enzima nas diferentes formas do
parasito. Também, meu trabalho no doutorado permitiu responder a
pergunta sobre o grau de oligomerizacdo da LAPTc, sem o qual seria dificil
publicar bem o trabalho. Em conclusdo, os dados obtidos permitiram
escrever um manuscrito robusto que esta submetido para publicacdo em
periodico internacional. Isso explica o formato adotado neste trabalho que
apresento ao Programa de Pds-Graduagdo em Patologia Molecular da UnB.
Eu, meus orientadores e a Dra. Gloria Cadavid-Restrepo concluimos que
essa € a melhor forma de apresentar a tese, pois garante uma sequéncia

l6gica de producgédo e discussdo de dados referentes a LAPTc.
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Materiais e Métodos
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Cultivo de Trypanosoma cru zi

Neste estudo, foram utilizadas formas epimastigotas dos estoques CL
Brener de Trypanosoma cruzi crescidas em meio LIT (Liver Infusion Tryptose)
suplementado com 5% de soro fetal bovino (Sigma®) e 100 pg/mL de
gentamicina, a 28 °C sob agitacdo constante (Camargo, 1964). As formas
tripomastigotas e amastigotas utilizadas foram obtidas de culturas L-6 cedidas
pelo Prof. Dr. Cezar Martins de S&, pesquisador do Laboratério de
Microbiologia da Universidade de Brasilia. As formas foram purificadas como

descrito por Bastos et alii, 2005.

Amplificacdo dos genes da leucil aminopeptidase de Trypanosoma cruzi
por PCR

A partir de buscas no banco de dados do GenBank, os genes laptcl
(EAN87580) e laptc2 (EAN97960) de T. cruzi, de 1755 bp e 1563 bp
respectivamente, foram amplificados pela técnica de PCR (reacdo de
polimerizacdo em cadeia) a partir do DNA gendbmico extraido de formas
epimastigotas de T. cruzi. Para isso, foram construidos e utilizados
oligonucleotideos sintéticos especificos, com sitios de restricdo das enzimas
Ndel e Xhol, para amplificar a fase aberta de leitura (ORF) dos genes. Os
oligonucleotideos utilizados foram: LAPTc1l-Ndel-senso 5-
TAGTGACATATGCTCAAGAAGGTCTCTT-3, LAPTcl-Xhol-antisenso 5'-
TAGTGACTCGAGTTACTGCTTCCTCCTCCTT-3", LAPTc2-Ndelsenso 5'-
CTAGTGACATATGAACAGACCTCCTGCTACA-3° e LAPTc2-Xhol-antisenso
5-TAGTGACTCGAGTTATCGTAAATTACGAAGATATTCC-3", destacando em
sublinhado as sequéncias do sitio de restricdo das enzimas Ndel no

oligonucleotideo senso e Xhol no anti-senso.

Cada PCR foi realizada em um volume final de 50 uL contendo em suas
formulas, em concentragdes finais, 100 ng de DNA gendémico, 2 mM MgCly,
200 uM dNTPs, 200 nM de cada oligonucleotideo, 1,25 pyL de Platinum® Taq
DNA Polimerase High Fidelity (Invittogen®) e tampéo de reacdo diluido em
agua milli-Q g.s.p 50 L. O programa no qual as reacdes foram submetidas foi

adaptado para as condi¢Bes dos oligonucleotideos: desnaturacdo inicial a 94
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°C por 3 min seguida por 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 s,
anelamento a 56 °C por 30 s, extensao a 72 °C por 2 min. Por fim, as reagdes
foram estendidas por mais 10 mina 72 °C.

A mesma sequéncia correspondente a fase aberta de leitura (ORF) do
gene laptc2 de 1563 pb foi amplificada nas mesmas condi¢cdes descritas acima
utilizando iniciadores sintéticos especificos para clonagem no vetor
pFastBac™1. Para este sistema, 0 gene sera denominado de laptc2-bac. Os
iniciadores sintetizados para este sistema foram: LAPTc2-BAC-BamHI-senso
5- GGATCCATGAACAGACCTCCTGCTACAG - 3 e LAPTc2-BAC-Xhol-
antisenso 3-
CTCGAGTTAATGATGATGATGATGATGATATCGTAAATTACGAAGATATTCC
A -5, com a adicdo do sitio de restricAo para as enzimas (sequéncias

sublinhadas).

Clonagem dos genes amplificados nos vetores de expressao

Os produtos amplificados correspondentes aos genes laptcl e laptc2
foram clonados diretamente no vetor pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen®) gerando os
clones pCR®2.1-TOPO®+aptcl e pCR®2.1-TOPO®+laptc2, os quais foram
transformados em células competentes de E. coli da linhagem DH5a. As
amostras foram plaqueadas em meio LB sélido contendo ampicilina (50 pg/mL),
IPTG (100 mM) e X-Gal (25 mg/mL) e incubadas durante a noite a 37 °C. As
colénias brancas de cada placa foram coletadas e adicionadas em tubos
contendo 1 mL de meio LB liquido e 50 pg/mL de ampicilina. As coldnias foram
crescidas a 37 °C sob agitacao constante, durante a noite e uma aliquota de
100 uL da cultura foi estocada a 4 °C. Os 900 pL restantes foram centrifugados
por 5 min a 7000 rpm, o sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspendidas em 70 pL de agua milli-Q. Apds adicdo de 80 uL de fenol-
cloroférmio (1:1), rapida homogeneizacdo e nova centrifugacdo a 15000 rpm
por 10 min, o DNA total dos possiveis clones foram extraidos. O perfil das
amostras foi analisado em gel de agarose 0,8%, onde 10 pyL da fase superior
de cada amostra foram aplicados no gel. Aquelas que apresentaram plasmideo

com tamanho maior foram cultivadas a partir das aliquotas de 100 pL
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previamente reservadas. Desta forma, as amostras selecionadas foram
cultivadas em 10 mL de meio LB contendo ampicilina, o DNA plasmidial foi
extraido por lise alcalina (PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit, Invitrogen®) e
submetido a analise por PCR, nas mesmas condicbes utilizadas para a
amplificacdo dos genes a partir do DNA genbémico. Ao mesmo tempo, o
material extraido foi digerido com as enzimas Ndel e Xhol (Invitrogen®),
conforme instrucdes do fabricante, para a liberacdo dos insertos. As amostras
digeridas foram aplicadas em gel de agarose 0,8% e as bandas liberadas dos
vetores correspondentes aos insertos foram excisadas do gel e eluidas (illustra
GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification kit, GE Healthcare).

Os genes laptcl e laptc2 purificados foram ligados ao vetor de
expressao pET-19b (Novagen) previamente linearizado nos sitios de clonagem
das enzimas Ndel e Xhol. As ligaces dos fragmentos de DNA ao vetor foram
realizadas com a T4 DNA ligase (Invitrogen®), de acordo com as orientacdes
do fabricante. Os produtos de ligagdo foram utilizados para transformar células
competentes de E. coli da linhagem BL21(DE3), a qual é propria para a
producdo de proteinas recombinantes quando induzidas. As células
submetidas ao processo de transformagdo foram plaqueadas em meio LB
sélido com 100 pg/mL de ampicilina e crescidas a 37 °C durante a noite. As
placas foram submetidas & varredura por meio da coleta e crescimento das
colénias em LB liqguido com ampicilina. O DNA total foi extraido por fenol-
cloroférmio, como descrito anteriormente, e as amostras foram analisadas em
gel de agarose 0,8%. Os clones que apresentaram padrao plasmidial com
tamanhos maiores que aqueles do controle (vetor pET-19b vazio) foram
selecionados como positivos, contendo os clones transformantes pET-
19b+laptcl e pET-19b+laptc2, e selecionados novamente em meio LB liquido
com ampicilina. O DNA plasmidial dos mesmos foi extraido, como descrito
anteriormente, e analisado por digestdo com as enzimas Ndel e Xhol.

Os clones também foram testados por amplificagdo com a técnica de
PCR a partir do uso de iniciadores do promotor T7 e 0S respectivos
oligonucleotideos especificos de cada gene, sintetizados inicialmente para
amplificar os genes do DNA gendmico de T. cruzi. As analises de restricdo
enzimatica e de PCR foram realizadas para verificar se 0s clones selecionados

possuiam os insertos com tamanho esperado para os genes laptcl e laptc2.
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Amostras de 500 ng do DNA plasmidial dos clones pET-19b+laptcl e
pPET-19b+laptc2 foram sequenciadas com o emprego dos iniciadores do
promotor T7 (5 - TAATACGACTCACTATAGGG -3') e do terminador T7 (5-
TATGCTAGTTATTGCTCAG -3°) para analisar a qualidade das sequéncias.

Simultaneamente, seguindo a estratégia de expressao pelo sistema
baculovirus, o gene laptc2-bac amplificado foi clonado no vetor pGEM®-T
(Promega) e posteriormente clonado no vetor de transferéncia pFastBac™1. O
clone pFastBac+laptc2-bac foi transformado em células E. coli DH10-BAC onde
o gene foi inserido no genoma da bactéria por recombinacdo formando o

bacmideo recombinante que foi extraido e estocado a -20 °C.

Analise filogenética

A partir de buscas por membros da familia M17 no banco de dados de
proteinas ndo redundantes (NR) do NCBI, as sequéncias deduzidas de
amino&cidos das leucil aminopeptidases de T. cruzi clonadas (LAPTcl, numero
de acesso EAN87580.1, e LAPTc2, numero de acesso EAN97960.1) foram
alinhadas com as sequéncias de aminopeptidases de Trypanosoma brucei
(numeros de acesso EAN79621.1 e AAX70152.1), T. cruzi (nUmero de acesso
EAN99056.1), Leishmania major (nimeros de acesso CAJ02694.1,
CAJ06706.1 e AAL16097.1), Leishmania brazliensis (nimero de acesso
CAM36610.1), Leishmania amazonensis (nUmero de acesso AAL16095.1),
Leishmania donovani (nimero de acesso AAL16096.1), Homo sapiens (nimero
de acesso AAD17527.1), Pan troglodytes (nimero de acesso
XP_001162589.1), Mus musculus (numero de acesso NP_077754.2), Rattus
norvegicus (nimero de acesso NP_001011910.1), Pseudomonas aeruginosa
(numero de acesso NP_252520.1), Haemophilus influenzae (nUmero de acesso
ZP_01789367.1), Escherichia coli (numero de acesso YP_672349.1), Vibrio
cholerae (nimero de acesso YP_001217999.1), Mycobacterium leprae (nimero
de acesso CAC31245.1), Mycobacterium tuberculosis (nimero de acesso
NP_216729.1), Arabidopsis thaliana (nimero de acesso NP_194821.1), Vitis
vinifera (numero de acesso CAN66364.1), Oryza sativa (nUmero de acesso
NP_001066684.1), Solanum lycopersicum (nimero de acesso CAA69614.1),

38



Plasmodium vivax (numero de acesso XP_001615930.1), Plasmodium
falciparum (nimero de acesso XP_001348613.1), Plasmodium yoelii (nimero
de acesso EAA21300.1) e Plasmodium chabaudi (nimero de acesso
XP_744254.1) utilizando o programa ClustalX versao 2.0 (Larkin et alii, 2007).
A matriz resultante foi realizada na suite de aplicativos PHYLIP pelo método
bootstrap Neighbor-Joining (Saitou e Nei, 1987) por meio do algoritmo
NEIGHBOR. As informac¢6es da arvore filogenética foram visualizadas com o
programa MEGA 3 - Molecular Evolutionary Genetic Analysis (Kumar et alii,
2004).

Expresséo das proteinas recombinantes

Os clones positivos contendo os plasmideos recombinantes, pET-
19b+laptcl e pET-19b+laptc2, foram cultivados para expressdo das proteinas
recombinantes LAPTcl e LAPTc2 fusionadas a cauda de histidina. Células
BL21(DE3) foram transformadas por choque térmico com os clones e
plagueadas em meio LB sélido com ampicilina. Uma col6nia positiva de cada
placa foi crescida em meio LB liquido com ampicilina sob agitacao constante de
200 rpm a 37 °C. As indugbes foram feitas com 1 mM de IPTG quando o
crescimento das culturas atingiam uma densidade Optica de 600 nm (ODgoo)
entre 0,5 e 0,8 e foram realizadas em temperaturas entre 20 e 37 °C, durante
um periodo de tempo entre 5 e 15 h.

O extrato total de bactérias de cada clone foi obtido apds centrifugacéo
da cultura, 10 min a 5000 rpm, e descarte dos sobrenadantes. Entdo, o
sedimento de células correspondente foi ressuspenso em tampéo de lise (Tris
20 mM pH 7,9; NaCl 500 mM; 0,2% lisozima). A seguir, as ceélulas foram
incubadas por 20 min a 37 °C e sonicadas para a lise de suas membranas e
obtencdo das proteinas solluveis e insolUveis. Os extratos foram centrifugados
a 14.000 rpm por 10 min a 4 °C, e entdo as fragdes solluveis e insolUveis foram

separadas e analisadas em SDS-PAGE 8%.
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Purificacdo das enzimas recombinantes LAPTc1 e LAPTc2

- Prepacgéo do extrato total e sonicagao

Células E. coli a partir de volume de 100 mL de cultura previamente
induzida por IPTG foram obtidas por centrifugacao e ressuspendidas em 15 mL
de tampéo de lise (Tris 20 mM pH 7,9; NaCl 500 mM; 0,2% lisozima) e
incubado a 37 °C por 30 min. Em seguida, as células foram submetidas a 3
ciclos de sonicacdo, no gelo, com um processador ultra-sénico Vibra-Cell
VC130 (Sonics). Os ciclos apresentavam duracéo total de 2 min, segmentados
em pulsos de 5 s, com poténcia de 10 W. Um intervalo de 2 min era respeitado
entre cada ciclo aplicado nas amostras, visando evitar o aquecimento da
mesma e uma possivel degradacdo das proteinas contidas do extrato total. O
material foi centrifugado a 14.000 rpm por 10 min a 4 °C e a por¢ao soluvel

contendo a proteina recombinante foi designada de extrato total.

- Cromatografia de afinidade em coluna de niquel

O extrato total foi aplicado a coluna de niquel (0,5 mL de resina) com
afinidade pela histidina (His Bind Purification Kit®, Novagen), previamente
lavada com 3 volumes de agua milli-Q, tratada com 5 volumes de NiSOq4
(Charge Buffer) e equilibrada com 3 volumes de tampéo de ligacdo (Binding
Buffer — Tris-HCI 20 mM pH 7,9, NaCl 500 mM, imidazol 5 mM). Apés a
passagem da amostra, a coluna foi lavada com 10 volumes de tampé&o de
afinidade e, em seguida, pela aplicacdo de 10 volumes de tampé&o de lavagem
(Wash Buffer — Tris-HCI 20 mM pH 7,9, NaCl 500 mM, imidazol 100 mM). A
enzima retida na coluna foi eluida com 4 volumes de tampé&o de eluicdo (Elute
Buffer — Tris-HCI 20 mM pH 7,9, NaCl 500 mM, imidazol 400 mM) em fracdes
de 0,5 mL e estocadas a 4 °C. Aliquotas de todos os passos da purificacédo

foram coletadas e analisadas em SDS-PAGE.

- Cromatografia de exclusdo molecular em coluna de filtracdo em gel

As proteinas eluidas da coluna de niquel com atividade sobre o

substrato fluorogénico Leu-AMC foram submetidas a cromatografia de filtracdo
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em gel. Uma aliquota de 200 pL do segundo volume eluido da coluna de niquel
foi aplicada na coluna de filtracdo em gel Superdex-200 (GE Healthcare),
previamente equilibrada com fase moével (Tris-HCI 25 mM, NaCl 150 mM, pH
8,0) filtrada e degaseificada, sob fluxo de 0,3 mL/min. Fragdes de 250 pL foram
coletadas durante os 90 min de eluicdo. Cada aliquota foi coletada, estocada
em gelo e submetida a teste de atividade sobre Leu-AMC. As aliquotas que
apresentaram atividade enzimatica foram concentradas, submetidas a analise

por SDS-PAGE 8%, usadas prontamente ou estocadas a -80 °C.

Eletroforese de amostras da LAPTc2 em gel de poliacrilamida

- Eletroforese desnaturante (SDS-PAGE)

Para analisar a separacdo das proteinas do extrato total, monitorar o
padrdo de migracdo da protease recombinante purificada bem como estimar
sua massa molecular, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida 8% contendo SDS-PAGE (Laemmli, 1970). O tamp&o de amostra
utiizado foi composto por 0,1% ou 0,01% de SDS e 50 pM de -
mercaptoetanol; as amostras foram aplicadas no gel com ou sem fervura
prévia.

Apos eletroforese, os géis foram corados com azul de Coomassie para a
visualizacdo das bandas e estimativa da massa molecular da proteina
utilizando-se de marcadores comerciais como referéncia (BenchMark Protein
Ladder, Invitrogen; Dual Color, Bio-Rad; Kaleidoscope, Bio-Rad; SDS-6H
(Sigma).

- Eletroforese nao-desnaturante (PAGE)

Para investigar se a enzima sofria alguma alteracdo no seu padrao de
migracdo em relacdo a eletroforese desnaturante, as amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida em condicdes néao-
desnaturantes. A eletroforese foi realizada sob as mesmas condi¢cdes descritas
acima, mas sem a adi¢cdo de SDS no gel e nos tampdes de corrida e amostra.
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Eletroforese para determinacéo de atividade enzimatica em géis
(zimograma)

As eletroforeses de géis destinados a zimograma foram realizadas a 4
°C, sob voltagem constante de 100 V e sem fervura prévia das amostras. Apos
a corrida, os géis foram lavados quatro vezes por 15 min com tampéao Tris-HCI
25 mM pH 8,0 sob agitacéo lenta a temperatura ambiente. O gel foi incubado
com Leu-AMC (concentracado final de 20 uM) por até 30 min em temperatura
ambiente (Santana et alii, 1992). O produto da atividade enzimatica foi
visualizado no gel sob incidéncia de luz UV. Apds fotodocumentacdo do
resultado, os géis foram lavados com agua destilada e corados com azul de

Coomassie.

Determinacdo de atividade proteolitica

Nesses experimentos, a velocidade de hidrélise do substrato Leu-AMC
pela rLAPTc foi determinada pela leitura do aumento da fluorescéncia
resultante da hidrolise do substrato. Todos os ensaios foram realizados em
triplicatas. A leitura da intensidade de fluorescéncia foi lida utilizando placas de
96 pocos, e um espectrofluorimetro (Spectramax M2° - Molecular Devices), nos

comprimentos de onda de 440 nm, com excitagdo em 380 nm.

-Influénciado pH

Para determinar o pH 6timo de atividade enzimética da rLAPTc, a
fluorescéncia foi medida ap6s incubacédo de 0,5 ug da enzima purificada em
100 pL de tampé&o HTE (Hepes 100 mM, Tris 50 mM, Etanolamina 50 mM) para
a faixa de pH de 6,0 a 10,0. Apés 10 min de incubacdo a temperatura
ambiente, o substrato fluorogénico Leu-AMC foi adicionado e as velocidades
das reacgoes foram medidas pela leitura do aumento da fluorescéncia, conforme

item anterior.
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- Influéncia da temperatura

A temperatura na qual a enzima apresenta atividade maxima foi
determinada medindo-se a fluorescéncia resultante da hidrélise de AMC
durante a incubacéao de 0,5 pug da enzima pura em 50 pyL de tampéo HTE pH
8,0 contendo 20 uyM de Leu-AMC. As misturas de reacdes foram incubadas
durante 15 min em termociclador, nas temperaturas de 20, 30, 37, 40, 50, 60,
70, 80 e 90 °C. Em seguida, as reacdes foram interrompidas com a adicao de
150 pL de etanol absoluto. A seguir, 100 yL das misturas de reacéo foram
colocadas em placa de 96 pocos e o célculo das velocidades de reacao foi

realizado conforme descrito acima.

- Termoestabilidade enzimética

A termoestabilidade da rLAPTc foi avaliada pela incubacéo de 0,5 ug da
enzima purificada em 100 pL de tampéo Tris 25 mM, pH 8,0 a 28, 37, 40, 50,
60, 70, 80 °C por 15 ou 240 min. Em seguida, a reacdo de hidrélise do
substrato fluorogénico Leu-AMC foi realizada a 60 °C. A oligomerizacdo da
enzima foi determinada por meio da incubacédo da enzima purificada por 15 min
nas temperaturas ja mencionadas e, em seguida, submetidas a SDS-PAGE 8%

em condic¢des redutoras.

- Efeito de inibidores

Os efeitos de inibidores de proteases e agentes quelantes sobre a
atividade da rLAPTc foram testados utilizando uma mistura de reagéo contendo
tampao de reacao (Tris-HCI 25 mM, pH 8,0), substrato Leu-AMC 20 uM, 0,5 ug
da enzima e o inibidor na concentracdo desejada. A enzima foi previamente
incubada por 15 min com cada inibidor dissolvido no tampéao de reacdo e as
misturas de reacdo foram incubadas por 15 min a temperatura ambiente. Em
seguida, o aumento da fluorescéncia resultante da hidrélise do substrato foi
calculado conforme descrito nos itens anteriores. Os inibidores utilizados e

suas respectivas concentracdes foram 1,10-fenantrolina 5 mM, Bestatina 10
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MM, EDTA 10 mM, PMSF 1 mM, E-64 10 uM, Pepstatina A 1 uM, Leupeptina
100 yM e TPCK 100 uM.

Determinacdo das velocidades de hidrolise de Leu-AMC em diferentes
concentracdes, e calculos da constante de Michaelis-Menten (Kp),
velocidade maxima (Vmax), constante catalitica (kcat) € eficiéncia catalitica
(Kcat/Km)

Para investigar o comportamento cinético da enzima, os valores de V yux
(velocidade maxima) e K, (constante de Michaelis-Menten) foram
determinados por regressdo hiperbdlica. Apos diluicdo seriada da enzima no
sistema de reacdo, em concentragbes crescentes do substrato (Jia et al.,
2010), a fluorescéncia foi lida conforme descrito acima. As concentracdes
utilizadas foram as necessérias para saturar os sitios ativos da enzima. Os
testes foram realizados em triplicatas, onde 200 ng da enzima pura, apds o
segundo passo de purificagdo em coluna de filtracdo em gel, foram incubados
em tampao Tris-HCI pH 8,0 em uma diluicdo seriada do substrato L-Leu-AMC
em concentragdes variando entre 2,5 e 500 uM. Os valores de Vyux € Ky, foram
calculados com o auxiio do programa computacional GraFit 7.0

(Leatherbarrow, 2009) e GraphPad Prism 5 (www.graphpad.com/prism). O

valor de ks foi calculado pela equagé@o Kca=Vmax/[E]o, Onde [E]o representa a

concentracao ativa da enzima.

Producdao de anticorpos em camundongos

Anticorpos contra a enzima rLAPTc purificada foram produzidos em
camundongos BALB/c. Antes do primeiro desafio, amostras de sangue foram
coletadas, os soros separados, diluidos em glicerol 1:2 e estocados a -20 °C.
Cada animal foi imunizado via intra-dérmica com a proteina purificada. Os
animais receberam trés doses com 5 ug do antigeno por aplicagdo em
intervalos de 15 dias, ajustando o volume final com solucé&o salina.

O primeiro desafio foi realizado na presenca de adjuvante completo de
Freud, o segundo na presenca de adjuvante incompleto de Freud e o terceiro
foi realizado sem a adicao do adjuvante. Os soros foram coletados apés 5 dias

do desafio, diluidos em glicerol 1:1 e estocados a -20 °C até o uso.
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Immunoblot

Extrato total de E. coli BL21(DE3) induzido foi separado em SDS-PAGE
8% e as proteinas transferidas para membrana de nitrocelulose (Hybond-C
Extra, Amersham). A membrana foi bloqueada por incubagédo em PBS-leite 5%
por 1 h a temperatura ambiente ou durante toda a noite a 4 °C. A membrana
blogueada foi incubada por 2 h com o anti-soro anti-rLAP Tc diluido 1:1000 em
PBS-leite 1%. Apos trés lavagens de 5 min cada em PBS, a membrana foi
incubada por 2 h com o anticorpo secundario anti-lgG de camundongo
conjugado a fosfatase alcalina diluido 1:5000 em PBS-leite 1%. A membrana
foi novamente lavada com PBS como descrito acima, incubada por 10 min no
tampéo de reacdo indicado pela fabricante contendo o substrato NBT/BCIP

(Promega).

Imunocitolocalizacao

Para determinar a localizacdo da protease nas diferentes formas do
parasito, ensaios de imunofluorescéncia indireta foram realizados utilizando o
anticorpo especifico contra a LAPTc. Os parasitos foram coletados, lavados
trés vezes com PBS 1X, fixados em formaldeido 3,7% por 20 min e
depositados sobre laminas previamente tratadas com poli-lisina. A seguir, 0S
parasitos foram permeabilizados com Triton X-100 1% em PBS por 10 min e
lavados 3 vezes com PBS para a retirada do excesso de Triton. Em seguida, os
sitios inespecificos dos parasitos foram bloqueados com PBS-leite 5% por 30
min e incubados com o anticorpo primario anti-soro anti-LAPTc diluido 1:40 em
PBS-leite 1% por 2 h em uma camara umida. ApGs 3 lavagens em PBS, as
laminas foram incubadas por 2 h com o anticorpo secundario anti-lgG de
camundongo conjugado a Alexa 488 diluido 1:400 em PBS-leite 1%. Em
seguida, as laminas foram novamente lavadas 5 vezes com PBS, montadas
com prolongador de efeito contendo DAPI e observadas em microscépio
confocal Leica TCS SP5 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).
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Os produtos de PCR de laptcl e laptc2 possuem tamanhos preditos

Com o objetivo de clonar os genes laptcl e laptc2, oligonucletideos
especificos foram empregados em reacdes de polimerizacdo em cadeia tendo-
se DNA genbmico total de T. cruzi como molde. Analise eletroforética revelou
gue os produtos obtidos possuem tamanhos esperados: 1,7 e 1,5 kb para
laptcl e laptc2, respectivamente (Figura 8A, linhas 1 e 2). A linha 3 mostra o
produto de PCR obtido com oligonucleotideos desenhados para posterior
clonagem de Ilaptc2 no sistema baculovirus (laptc2-bac). As bandas
correspondentes aos produtos amplificados foram excisadas e eluidas do gel

para posterior ligacéo nos vetores de clonagem (Figura 8B).

M 1 2 3

Figura 8. Andlise por PCR e eluicdo a partir de gel de agarose mostrando os
genes amplificados e purificados, respectivamente. (A) fragmentos laptcl (1),
laptc2 (2) e laptc2-bac (3) amplificados nos tamanhos esperados a partir do material
genbmico de T. cruzi com os oligonucleotideos especificos, sob as condi¢cdes
descritas em Materiais e Métodos. O marcador de tamanho molecular 1 kb plus DNA
ladder foi usado como controle (M). (B) Andlise da eluicdo dos fragmentos

amplificados por PCR contidos nas bandas excisadas do gel A.

Os fragmentos amplificados foram corretamente ligados ao vetor de
clonagem

Os produtos de PCR purificados do gel de agarose, conforme descrito
em materiais e métodos, foram ligados aos vetores de clonagem. Os genes
laptcl e laptc2 foram ligados ao vetor pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen®) e o
fragmento laptc2-bac foi ligado ao vetor pGEM®-T (Promega). Os produtos de
ligagdo foram transformados em células competentes de E. coli DH5a e as
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colénias brancas foram submetidas a triagem apés extracdo dos plasmideos
por fenol-cloroformio. Os plasmideos foram digeridos com as enzimas
adequadas e os produtos das reacfes foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 0,8% (Figura 9). As coldnias transformadas com pCR®2.1-
TOPO®+laptcl (linhas 1 e 2), com pCR®2.1-TOPO®+Haptc2 (linhas 3 e 4) e com
pPGEM®-T+laptc2-bac (linhas 5 e 6) resultaram em bandas no tamanho
esperado para os clones, indicando a presenca de plasmideos negativos
(linhas 1, 3 e 5) e positivos (linhas 2, 4 e 6) . As colbnias positivas, as quais
apresentaram as bandas com massas moleculares mais elevadas no gel da
Figura 9A (linhas 2, 4 e 6), tiveram seus plasmideos recombinantes re-
extraidos e purificados por lise alcalina. Em seguida, a ligacdo dos insertos
laptcl e laptc2 no vetor pCR®2.1-TOPO® e de laptc2-bac ao pGEM®-T foram
confirmados por PCR com o uso dos oligonucleotideos especfificos de cada
gene. Analise eletroforética em gel de agarose 0,8% mostrou o tamanho das

bandas no tamanho esperado (Figura 9B).

5,6 kb —

Figura 9. Padrdo de migracdo dos plasmideos extraidos por fenol-cloroférmio e
confirmacdo dos clones recombinantes por PCR. (A) As colbnias transformadas
com os clones pCR®2.1-TOPO®+laptcl (linhas 1 e 2), pCR®2.1-TOPO®+laptc2 (linhas
3 e 4) e pGEM’-T+laptc2-bac (linhas 5 e 6) foram crescidas em meio LB e os
plasmideos foram extraidos por fenol-cloroférmio. Os clones positivos (linhas 2, 4 e 6)
foram selecionados, crescidos novamente e seus plasmideos foram re-extraidos por
lise alcalina. Em seguida os plasmideos purificados foram analisados por PCR
utilizando os iniciadores especificos dos genes inseridos em cada clone e, entdo,
visualizados em gel de agarose 0,8% (B). M representa 0 marcador de tamanho
molecular; os insertos laptcl (linha 1), laptc2 (linha 2) e laptc2-bac (linha 3)
amplificados por PCR estéo indicados.
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Andlises de restricdo foram realizadas para a liberacdo dos insertos. Os
clones pCR®2.1-TOPO®+laptcl e pCR®2.1-TOPO®+laptc2 foram submetidos &
digestdo com as enzimas de restricdo Ndel e Xhol, utilizadas na sintese dos
oligonucleotideos, liberando os insertos de forma correta e nos tamanhos
esperados (Figura 10A). O clone pGEM®-T+laptc2-bac foi digerido com as
enzimas BamHI e Xhol resultando na liberacdo correta do inserto (dados nao
mostrados). Os fragmentos de 1,7 e 1,5 kb referentes aos insertos liberados do
vetor de clonagem por digestdo enzimatica foram excisados, eluidos e
purificados do gel de agarose. A seguir, os fragmentos purificados (Figura 10B)
foram ligados no vetor de expressdo pET-19b, no caso dos insertos laptcl e

laptc2 (Figura 10B, linhas 1 e 2 respectivamente), ou ligados no vetor de

transferéncia pFastBac™1, no caso do inserto laptc2-bac (dados ndo
mostrados).
M 1 2
A B
_r—L7kb
TL_15kb
1,7 kb

Figura 10. Digestdo completa dos clones e eluicéo dos insertos liberados. (A) Os
clones pCR®2.1-TOPO®+laptcl (linha 1) e pCR®2.1-TOPO®+laptc2 (linha 2) foram
totalmente digeridos com as enzimas Ndel e Xhol, liberando os insertos nos tamanhos
corretos. (B) Os genes laptcl (linha 1) e laptc2 (linha 2) foram eluidos e purificados
das bandas excisadas do gel em A, mostrando os fragmentos purificados e prontos
para a clonagem no vetor de expressdo. M representa o marcador de tamanho

molecular.

Clonagem dos genes da LAP de T. cruzi em vetor de expressao
Os fragmentos laptcl e laptc2 liberados do vetor pCR®2.1-TOPO® por
digestdo dupla e purificados do gel foram corretamente ligados ao vetor de

expressao pET-19b (Novagen) previamente digerido com as enzimas Ndel e
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Xhol. As ligacBes foram confirmadas por uma triagem de plasmideos extraidos
por fenol-cloroférmio de coldénias selecionadas (dados ndo mostrados).

Os clones positivos em vetor de expressao foram confirmados por PCR,
onde os fragmentos correspondentes aos genes foram amplificados com
iniciadores dos genes e do vetor resultando nos tamanhos esperados (Figura
11, linhas 6 e 7), e por andlise de restricdo, mostrando os tamanhos
moleculares do inserto e do vetor (Figura 11, linhas 4 e 5). O inserto laptc2-bac
foi ligado ao vetor de transferéncia pFastBac™1, o clone recombinante foi
transformado em células E. coli DH10-BAC onde o gene foi inserido no genoma
da bactéria formando o bacmideo recombinante, que foi extraido e estocado a -

20 °C (dados ndo mostrados).

~—57kb

Figura 11. Confirmacdo dos clones recombinantes pET-19b+laptcl e pET-
19b+laptc2 por PCR e analise de restricdo enzimatica. (1) vetor pET-19b vazio
(controle); (2) e (3) clones pET-19b+laptcl e pET-19b+laptc2, respectivamente,
linearizados com EcoRl, por possuirem um Unico sitio para esta enzima em seu mapa;
(4) e (5 digestdo completa dos clones pET-19b+laptcl e pET-19b+laptc2,
respectivamente, com Ndel e Xhol liberando completamente os insertos; (6) PCR
utilizando como molde clone pET-19b+laptcl e os oligonucleotideos especificos para o
gene laptcl e iniciadores do plasmideo; (7) PCR utilizando como molde clone pET-
19b+laptc2 e os oligonucleotideos especificos para o gene laptc2 e iniciadores do
vetor; (8) e (9) eluicdo dos fragmentos laptcl e laptc2 (controle), respectivamente; (M)

marcador molecular 1 kb plus DNA ladder.
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Analise filogenética

As sequéncias deduzidas das leucil-aminopeptidases clonadas foram
comparadas com as enzimas de outros organismos. O alinhamento das
sequéncias multiplas de aminoacidos das LAPs de Trypanosoma cruzi
(nimeros de acesso EAN97960.1 e EAN87580.1), Trypanosoma brucei
(nimeros de acesso EAN79621.1 e AAX70152.1), Leishmania major (nUmeros
de acesso CAJ02694.1 e AAL16097.1), Leishmania braziliensis (numero de
acesso CAM36610.1), Escherichia coli (nimero de acesso YP_672349.1),
Arabidopsis thaliana (numero de acesso NP_194821.1) e Homo sapiens
(numero de acesso AAD17527.1) revelou dominios conservados localizados na
regidao C-terminal das sequéncias das enzimas alinhadas (Figura 12). A leucil-
aminopeptidase de T. cruzi (LAPTc2) pertence a familia M17 de metalo-
peptidases, também conhecida como familia das leucil-aminopeptidases. Além
disso, ela compartilha uma identidade de 34 a 66% com sequéncias de outros
membros da familia M17. O alinhamento multiplo das sequéncias peptidicas
também revelou que a porcdo C-terminal € a regido mais conservada nesta
familia, alcancando 72% de identidade e 83% de similaridade entre T.cruzie T.

% e Arg®?), destacado em

brucei. A LAPTc2 possui o sitio catalitico (Lys®®
vermelho, os residuos de ligacdo a metal (Lys®®’, Asp?®, Asp®° Asp3® e
Glu®1), mostrados em azul, e a assinatura NTDAEGRL, sublinhada no
alinhamento, altamente conservados entre as sequéncias da familia M17.
Esses resultados foram reiterados por analises filogenéticas das
sequéncias de amino&cidos, como mostra a arvore filogenética (Figura 13). E
interessante notar que as sequéncias dos cinetoplastideos estdo divididos em
dois clados definidos com um suporte de bootstrap muito forte. Um grupo de
cinetoplastideos € formado por sequéncias anotadas como aminopeptidases e
0 outro grupo tem sequéncias assinadas como leucil-aminopeptidases. A
enzima LAPTc2, identificada na arvore pelo quadrado preenchido, esta
agrupada como uma aminopeptidase dentro do clado | de Kinetoplastida. Ja a
LAPTc1, destacada pelo circulo preenchido, encontra-se inserida no grupo das

leucil-aminopeptidases, no clado Il de Kinetoplastida.
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Figura 12. Alinhamento multiplo das sequéncias de aminoéacidos da regido C-
terminal de diferentes aminopeptidases. As sequéncias dos aminoacidos da porcao
C-terminal conservada das aminopeptidases foram alinhadas pelo programa ClustalX.
Os aminacidos marcados em preto mostram pelo menos 60% de identidade e aqueles
marcados em cinza mostram pelo menos 60% de similaridade. Os sitios de ligacdo a
metal (caixas azuis), os sitios cataliticos (caixas vermelhas) e a assinatura
NTDAEGRL (sublinhada) estdo representados. As caixas verdes representam a
LAPTc2 e as caixas amarelas mostram a LAPTcl. As sequéncias alinhadas foram:
Trypanosoma cruzi (nimeros de acesso EAN97960.1 e EAN87580.1), Trypanosoma
brucei (nUmeros de acesso EAN79621.1 e AAX70152.1), Leishmania major (nUmeros
de acesso CAJ02694.1 e AAL16097.1), Leishmania braziliensis (nimero de acesso

CAM36610.1),

Escherichia coli (nimero de acesso YP_672349.1), Arabidopsis

thaliana (numero de acesso NP_194821.1) e Homo sapiens (numero de acesso

AAD17527.1).
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Figura 13. Relacéo filogenética das LAPs de T. cruzi com aminopeptidases de
outros organismos. As 29 sequéncias completas das enzimas (listadas em Materiais
e Métodos) foram derivadas do banco de dados de proteinas do NCBI (National
Center for Biotechnology Information) apds buscas por membros da familia M17. As
sequéncias peptidicas foram alinhadas pelo programa ClustalX e a arvore filogenética
criada por homologia foi feita com a utilizagao do pacote MEGA apds 1000 bootstraps,
por meio do método Neighbor-joining. O circulo preenchido indica a enzima LAPTcl e
0 quadrado indica a LAPTc2. A barra de escala representa 10% de substituicdo de
aminoéacido por sitio.
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Expresséao e purificacdo daleucil aminopeptidase recombinante de T.
cruzi

As duas leucil aminopeptidases de T. cruzi, rLAPTcl e rLAPTc2, foram
expressas em E. coli transformada com o plasmideo pET-19b contendo o
fragmento de DNA referente aos insertos (laptcl e laptc2). Apesar de inUmeras
tentativas com variagcdo de concentracdo de IPTG e de temperatura, a enzima
rLAPTcl foi apenas parcialmente expressa por E. coli. Em adicdo, ndo
conseguimos purificar a pequena quantidade de enzima expressa (dados néao
mostrados). Por isso, seu clone foi estocado em glicerol a -80 °C para posterior
tentativa de estabelecimento de protocolo adequado. A indugcdo da enzima
LAPTc2 foi determinada e realizada com 1 mM de IPTG a 20 °C durante 15 h.
A proteina recombinante foi produzida com cauda de histidina em sua regido N-
terminal (Figura 14).

A enzima rLAPTc2 expressa, chamada a partir daqui de rLAPTc, foi
inicialmente purificada por cromatografia de afinidade em coluna de niquel de
onde a enzima foi eluida com 400 mM de imidazol em aliquotas d@l500
como observado em SDS-PAGE 8% (Figura 14, linhas 6 a 10). A rLAPTc com
a cauda de histidina fusionada em sua extremidade N-terminal apresentou uma
massa aproximada de 58 kDa nas fracOes fervidas (cabeca da seta), o que
corresponde a sua forma monomeérica (Figura 14, pocos 2 e 11). Nas fracOes
ndo-fervidas a proteina purificada apareceu com duas massas moleculares
distintas; 55 kDa e com aproximadamente 220 kDa (seta), sendo que esta
Ultima refere-se a sua forma oligomérica (Figura 14, linhas 1 e 5 a 8). Em
algumas preparagfes, uma banda com massa molecular superior aquela da

banda principal aparecia no gel (asterisco).
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Figura 14. Visualizacdo apds SDS-PAGE 8% da rLAPTc2 (rLAPTcC) expressa e
purificada por cromatografia de afinidade em coluna de niquel. (M) marcador de
massa molecular; (1) amostra ndo-fervida do extrato total solivel de bactérias
induzidas; (2) amostra fervida do extrato total solivel de bactérias induzidas; (3) fracéo
nao ligada; (4) fracéo coletada apés passagem do tampéo de ligacdo (imidazol 5 mM);
(5) fracdo coletada apds passagem do tampéao de lavagem (imidazol 100 mM); (6) a
(10) fracBes eluidas com tampéo de eluicdo (imidazol 400 mM); (11) amostra nimero
7 fervida. A seta e a cabeca da seta indicam as formas oligoméricas e monoméricas
da enzima, respectivamente. O gel, contendo 0,1% de SDS, foi corado com azul de
Coomassie.

A estrutura oligomérica da LAPTc recombinante é sensivel a SDS

A estrutura da enzima purificada foi analisada em gel de poliacrilamida
em condi¢Bes ndo-desnaturantes, sem fervura prévia (Figura 15, linha 2). De
modo diferente do que acontece na presenca de 0,1% de SDS, apoOs ser
submetida a PAGE 8% a proteina manteve sua forma oligomérica totalmente
intacta, sugerindo que o oligbmero € bastante sensivel ao SDS. Este resultado
mostra que a forma recombinante da enzima apresenta uma sensibilidade
muito alta a este detergente. Apds a corrida, o gel foi corado com azul de

Coomassie.
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Figura 15. LAPTc recombinante € sensivel ao SDS. (M) marcador de massa
molecular BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen). Anélise eletroforética por PAGE
8% do extrato total de E. coli (linha 1) e a rLAPTc purificada (linha 2). A estrutura

oligomérica de 220 kDa da proteina purificada (indicada pelo asterisco) é sensivel a
presenca de SDS. O gel foi corado com azul de Coomassie.

A leucil-aminopeptidase recombinante de T. cruzi possui atividade 6tima
em pH alcalino

A influéncia do pH na atividade da rLAPTc purificada foi determinada.
Sua atividade enzimatica foi avaliada em diferentes faixas de pH pela
incubacao da enzima purificada com 20uM de substrato L eu-AMC, em tampéao
HTE durante 10 min a temperatura ambiente. A fluorescéncia liberada
calculada mostrou que a atividade 6tima da enzima ocorre em pH 8,0. Nos pHs
7,5 e 9,0 a enzima perde 60% e 75% de sua atividade maxima registrada em

pH 8,0, respectivamente (Figura 16).

56



100 |

80 -
<
g 60 -
T
®
5
m 40 A
i=]
=
]
<
20 -
4
0 : : : : : :
6,0 7.0 75 8,0 85 9,0 95

pH

Figura 16. Dependéncia de pH da atividade da rLAPTc. A quantidade de 500 ng da
enzima purificada foi incubada com 20 pM do substrato Leu-AMC em 100 pL de
tampdo HTE. A atividade enzimética relativa foi medida conforme descrito em
materiais e métodos.

ATrLAPTCc é sensivel a inibidores de metalo-peptidases e a agentes
quelantes

A atividade da enzima recombinante purificada sobre o substrato
fluorogénico Leu-AMC mostrou sensibilidade a inibidores de metalo-peptidases
e agentes quelantes (Figura 17). A atividade da rLAPTc foi reduzida a 13 e 1%
por 5 mM de 1,10-fenantrolina e por 10 uM de bestatina, respectivamente.
EDTA diminuiu a atividade da rLAPTc a 7%, em uma concentracédo de 10 mM.
Inibidores de outras classes de enzimas como PMSF, E-64, Pepstatina A,
Leupeptina e TPCK nao influenciaram na atividade proteolitica da rLAPTc.

Estes resultados indicam que a enzima é uma metalo-peptidase.
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Figura 17. Padrdo de inibicdo da rLAPTc. A enzima purificada foi previamente
incubada com diferentes inibidores por 15 min. O substrato Leu-AMC foi adicionado e
a atividade enzimatica relativa foi monitorada como descrito em materiais e métodos.

A estrutura oligoméricadarLAPTc é formada por um hexamero

Para verificar e determinar a massa molecular da forma oligomérica da
rLAPTc, as fracbes da enzima purificada eluidas no primeiro passo de
purificacdo por cromatografia de afinidade em coluna de niquel foram
concentradas e submetidas a cromatografia de exclusdo molecular (FPLC), em
coluna de gel filtracdo (Superdex-200), conforme descrito em materiais e
métodos. O comportamento da proteina visualizado pelo cromatograma
mostrou dois picos: o primeiro na altura de 800 kDa (8,15 mL), que sugere que
a enzima forma agregados; e o segundo com 320 kDa (11,36 mL) co-migrando
com a atividade enziméatica, correspondendo a rLAPTc, sugerindo que a forma
oligomérica da enzima recombinante seria formada por um hexamero (Figura
18).
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Figura 18. Cromatografia de exclusdo molecular da rLAPTc. Cromatograma
mostrando o segundo passo de purificacdo da rLAPTc, estimando que a forma
oligomérica da enzima se retne em um hexamero de 320 kDa, como observado no
pico da fracdo niumero 23 (11,36 mL). O pico de 800 kDa da fracdo numero 16 (8,15
mL) sugere a formacdo de agregados protéicos. Linha preta, perfil cromatografico;
linha vermelha, atividade relativa das fragdes.

Pardmetros cinéticos da rLAPTc hexamérica

A constante de Michaelis-Menten (Kn,) e a velocidade maxima (Vmax) da
LAPTc2 purificada foi determinada pelo método de regressdo hiperbdlica no
programa GraFit 7.0, usando Leu-AMC como substrato. A enzima apresentou
Vimax de 7107,7 mURF/min e K, de 185.9 uM. Sua constante catalitica (Kcat) €
eficiéncia catalftica (kca/Km) calculadas foram de 34,84 S'e 0,19 umts?,

respectivamente. A figura 19 ilustra a curva de Michaelis-Menten da rLAPTCc.
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Figura 19. Cinética enzimatica da LAPTc2. A, Curva de Michaelis-Menten. O calculo
dos dados e a determinac&o das curvas foram feitas utilizando o programa Grafit 7 e
GraphPad Prism 5.

LAPTc recombinante é imunogénica em camundongo

Para avaliar a imunogenicidade da rLAPTc, 5 ug da enzima purificada
por cromatografia de afinidade em coluna de niquel foram aplicados em
camundongos isogénicos com adjuvante completo de Freud. A coleta do soro
dos animais imunizados foi realizada por pung&o cardiaca e 0s soros pré-imune
e imune foram estocados a -20 °C na presenca de glicerol 50%. A
imunogenicidade da enzima foi testada por Western blot utilizando extrato total
soluvel de bactéria como antigeno.

O ensaio resultou na formacédo de duas bandas na fracdo nao-fervida,
sendo uma banda aproximada de 220 kDa referente ao oligdmero e uma banda
de 55 kDa referente ao monémero. A fracdo fervida mostrou uma Unica banda
de 55 kDa esperada para a forma monomérica, indicando que a estrutura
oligomérica da enzima é desfeita por fervura e, parte dela por influéncia do
SDS. Os resultados obtidos nesse experimento determinam a presenca de
anticorpos especificos para a rLAPTc no soro dos camundongos imunizados

(Figura 20). Esses resultados sé&o iguais aos obtidos com anti-LAPTc.
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Figura 20. Imunogenicidade da rLAPTc em camundongos. Extratos totais, nao-
fervido (1) e fervido (2), de bactérias induzidas foram separados por SDS-PAGE 8% e

transferidos para membrana de nitrocelulose como descrito em materiais e métodos.

Imunocitolocalizagdo da LAPTc

Para determinar a localizagéo intracelular da LAPTc no Trypanosoma
cruzi, o soro especifico contra a proteina nativa foi utilizado em ensaios de
imunofluorescéncia indireta sobre todas as formas do parasito. O soro pré-
imune foi utilizado no controle do experimento. A figura mostrou marcacao
especifica do soro anti-LAPTc em todas as formas do parasito. Nos
epimastigotas, a LAPTc esta localizada em vesiculas espalhadas no citossol
dos parasitos, especialmente em sua regido posterior (Figura 21B). J& nas
formas tripomastigotas, a enzima esta localizada em vesiculas maiores,
indicando uma possivel marcacdo em estruturas vesiculares (Figura 21C). Em
amastigotas, a LAPTc também aparece espalhada por todo o citoplasma
(Figura 21A). Resultados iguais foram obtidos com anticorpos anti-rLAPTc

(dados ndo mostrados).
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Figura 21. Imunocitolocalizagdo de LAPTc em T. cruzi. Andlise de
imunofluorescéncia foi realizado em formas amastigotas (A), epimastigotas (B) e
tripomastigotas (C) usando soro anti-LAPTc e revelado com conjugado contendo Alexa
488 (verde). O DNA dos parasitos foi corado com DAPI (azul).
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The major leucyl aminopeptidase of Trypanosoma cruzi
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to the M17 family of metallopeptidases
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Pathogens depend on peptidase activities to accomplish many physiological processes, as
well as to interact with their hosts, highlighting parasitic peptidases as virulence factors
and, thus, potential drug targets. In this study, a major leucyl aminope ptidolytic activity
was identified in the Kinetoplastid Trypanosoma cruzi, the aetiological agent of Chagas
disease. It was isolated from epimastigote forms of the parasite by a two-step
chromatographic procedure and associated with a single 330-kDa homohexameric protein
as determined by sedimentation velocity and light scattering experiments. Interchain
disulfide bonds do not take part in the oligomeric assembly of the active peptidase. Peptide
mass fingerprinting revealed the molecular identity of the enzyme as the predicted T. cruzi
aminopeptidase EAN97960. Molecular and enzymatic analysis indicated that this leucyl
aminopeptidase of T. cruzi (LAPTc) belongs to the peptidase family M17 or leucyl
aminope ptidase family. LAPTc has a strong dependence on neutral pH, is mesophilic and
retains its oligomeric form up to 80 °C. Conversely, its recombinant form, like other
LAPs, is thermophilic and requires alkaline pH. The activity of this
metalloaminopeptidase is inhibited by bestatin and metal chelants such a 1,10-
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phenanthrolire, is restored by Zn**, and potentiated by Mn?* or Ca’*. The enzyme is
expressed by all T. cruzi forms and localizes within vesicles in the cytoplasm of the
parasite. Since biosynthetic pathways for essential amino acids, including leucine, are
lacking in T. cruzi, LAPTc could have a function in nutritional supply. Furthermore, the

peptidase activity could also play a role in peptide and protein processing.

INTRODUCTION

The kinetoplastid protozoan Trypanosoma cruzi is the aetiological agent of Chagas
disease, a debilitating chronic infection that is highly prevalent in Latin America and a
worldwide concern because of human migration. Its complex life cycle includes four main
distinctive developmental stages. In the insect vector, blood trypomastigotes transform into
dividing epimastigotes that, after growth, undergo differentiation into the infective metacyclic
trypomastigotes. In the cytoplasm of mammalian cells, metacyclic trypomastigotes transform
into amastigotes that multiply and differentiate into trypomastigotes, which can reach the blood
stream upon host cell disruption (1). There is no vaccine to prevent Chagas disease and the
drugs currently employed to treat it are toxic and unable to avoid progression to its chronic
phase, causing thousands of deaths every year. Such context requires molecular and functional
characterization of T. cruzi targets against which new specific drugs could be deve loped aiming
at the chemotherapy of Chagas disease (2, 3).

Peptidase activities are implicated in many aspects of the physiology of organisms, as
well as in pathogen-host cell interface and pathogenesis, and thus considered good drug targets
(4, 5). T. cruzi growth, differentiation, dissemination through host tissues and infection of
mammalian cells are highly dependent on proteolytic activities. The genome of T. cruzi contains
many genes homologous to those encoding for proteases considered virulence factors in other
pathogens. However, only a few of these enzymes have been functionally characterized up to
now. Among them, the cathepsin L known as cruzipain is associated with both T. cruzi
development and infection (6, 7). Oligopeptidase B and POP Tc80, which are members of the
prolyl oligopeptidase family of serine proteases, play important roles during parasite entry into
mammalian cells (8-10). T. cruzi differentiation depends on proteasome activity, while
antibodies against surface metalloproteases partially block infection by trypomastigotes (11,
12). Additionally, the cysteine protease cathepsin B, a serine carboxipeptidase and, more
recently, two cytosolic metallocarboxypeptidases, a serine oligopeptidase and two aspartyl
proteases have been biochemically characterized (13-17). In contrast, the study of
aminopeptidases has been limited to the detection of such activity in cell extracts of T. cruzi

epimastigotes (18).
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Leucyl aminopeptidases (EC 3.4.11.1; LAPs) are metalloaminopeptidases that catalyse
the removal of N-terminal amino acid residues, preferentially leucine, from proteins and
peptides. LAPs comprise a diverse set of enzymes with different biochemical and biophysical
properties, are found in animals, plants and microorganisms, and play important roles in
physiological processes, such as the catabolism of endogenous and exogenous proteins, peptide
and protein turnover and processing, modulation of gene expression, antigen processing and
defense (19). LAPs in the peptidase family M17 show two unrelated domains, with the active
site in the C-terminal domain. Their activities require two metal ions, are found to be maximal
at neutral/basic pH, and are sensitive to bestatin and amastatin (20). Because of their essential
functions in the life cycle of microorganisms such as Plasmodium, Fusobacterium nucleatum,
and the African trypanosome, LAPSs are emerging as novel and promising pathogen targets for
drugs (21-23). Furthermore, LAPs are considered potential vaccine candidates, as evidenced by
specific immuneprotection of sheep and cattle against fascioliasis (24).

The aim of this study was to examine leucyl aminopeptidase activity present in the
developmental forms of T. cruzi. We report the identification, purification and characterization
of the major leucyl aminopeptidolytic activity mediated by a hexameric 330-kDa leucyl
aminopeptidase of T. cruzi (LAPTCc), whose assemblage does not depend on interchain disulfide
bonds. Its molecular and enzymatic properties lead us to classify LAPTc as an archetypal
member of the peptidase family M17. Different from its recombinant form that is alkaline and
thermophilic, LAPTc purified from epimastigotes is neutral, mesophilic, and retains its
oligomeric structure after losing activity at 80 °C. The enzyme localizes within vesicles in the
cytoplasm of epimastigostes, trypomastigotes and amastigotes of T. cruzi. We postulate that the

LAPTc might be a potential target for the development of new drugs to treat T. cruzi infection.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Parasites and preparation of enzyme extract

T. cruzi epimastigote, amastigote and trypomastigote forms from Berenice stock were
cultured and purified as described previously (10). Cell-free extracts were prepared from 100 ml
of epimastigote culture (5 x 10" cells/ml) in the log phase. The parasites were harvested by
centrifugation (5,000 x g for 20 min at 4 °C) and washed four times in PBS. The cells were
resuspended in 1.0 ml of Milli-Q water in the presence of 10 uM of the protease inhibitors
trans-epoxysuccinyl-L- leucylamido-(4-guanidino)butane (E-64; Sigma-Aldrich) and tosyl-
lysylchloromethane (TLCK; Sigma-Aldrich) and disrupted by three cycles of freezing at —20 °C

and thawing. The insoluble material was removed by centrifugation (20,000 x g for 20 min at 4
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°C) and the supernatant, referred to hereafter as enzyme extract, was immediately used for the

assays or stored at —80 °C. Protein content was determined by the Bradford method.

Assay of peptidase activity

T. cruzi aminopeptidase activity was assayed on the fluorogenic substrates L-Leu-7-
amido-4-methylcoumarin (Leu-AMC), N-carbobenzoxy-Leu-AMC (N-Cbz-Leu-AMC), L-Pro-
AMC (Pro-AMC) and Asp-AMC, which were purchased from Sigma-Aldrich. Enzyme activity
was determined by measuring the fluorescence of AMC released by hydrolysis of the substrates
as described previously (25). Assays were performed by incubating 1.0 ul of enzyme extract
(2.5 pg of protein) or 30 ng of purified LAPTc, as specified, for 15 min at the desired
temperature in 100 ul final volume of reaction buffer (25 mM Tris-HCI, pH 7.5) in the presence
of 20 uM fluorogenic substrate. Enzymatic activity is expressed in muU/mg, where 1 U
represents 1 mmol of released AMC/min. In-gel leucyl aminopeptidase activity of either
enzyme extract (5 pg) or purified LAPTc (0.1 pg) was performed on 8% SDS-PAGE essentially
as described previously (26). The samples were solubilized in Laemmli buffer containing 0.1 or
0.01% SDS and subjected to electrophoresis at 4 °C under non-reducing conditions without
prior heating to 100 °C. Next, the gel was washed 4 times in reaction buffer, 20 min each time,
and incubated at 37 °C for up to 30 min in the presence of 50 uM Leu-AMC. To determine
kinetic parameters, the purified LAPTc was incubated in reaction buffer with variable Leu-
AMC concentrations (1 to 100 uM) and the enzyme reaction was carried out as described

above. Kinetic parameters were determined by fitting the rate data to the Michaelis-Menten
equation. k¢ was calculated by the equation K¢y = Vimex/[Elo, Where [E], represents the active

enzyme concentration.

LAPTc purification and electrophoretic analysis

T. cruzi peptidase with specificity for Leu-AMC was purified from freshly prepared
enzyme extract by fast liquid chromatography. The enzyme extract (1 ml; 5.6 mg of protein)
was buffered with 25 mM Tris-HCI pH 7.5, filtered through a 0.22 um membrane and applied to
a DEAE-Sepharose CL-6B (Sigma-Aldrich) column (5 cm x 1 cm), previously equilibrated with
25 mM Tris-HCI, pH 7.5. After washing the column, bound proteins were eluted with a linear
gradient performed in the same buffer from 0.3 to 0.65 M NaCl for 30 min, and then from 0.66
to 1.0 M NaCl for 10 min at a 0.5 mlI/min flow rate. Fractions of volume 0.25 ml were collected
on ice, and an aliquot of each fraction was assayed with Leu-AMC. The enzymatically active
fractions were pooled and concentrated to 250 ul with a Centricon 100 (Amicon) at 4 °C. The

solution was then submitted to size exclusion chromatography on a Superose 6 HR 10/30
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column (GE Healthcare) isocratically perfused with 25 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7.5, at
a 0.3 ml/min flow rate for 80 min, and calibrated with bovine serum albumin (67 kDa), aldolase
(158 kDa), catalase (232 kDa), ferritin (440 kDa), and thyroglobulin (669 kDa). Each 250-ul

fraction was instantly stored on ice until enzyme activity assay, and the active ones were pooled
and concentrated to 100 ul as above. Then, 30 ng of the purified protein was subjected to 8%
SDS/PAGE under non-reducing conditions without previous boiling, and the gel was silver-
stained. The presence of interchain disulfide bonds, the molecular mass and the oligomeric

structure of the enzyme were evaluated by electrophoresis as described previously (27).

Identification of T. cruzi aminopeptidase by peptide mass
fingerprinting
The purified native protein (2 pg) was digested with trypsin (Promega, Madson, Wis) at

37 °C for 12 h for peptide mass fingerprinting as described (28). The digested sample was

applied to a MALDI-TOF Reflex mass spectrometer (Bruker Daltonics). Experimentally
measured peptide molecular masses were subjected to a protein identity search against the
nonredundant database of the National Center for Biological Information (NCBI) via BioT ool

2.0 (Bruker Daltonics) and the Mascot program (www.matrixscience.com). The protein was

identified as a leucyl aminopeptidase (LAP; accession number EAN97960).

Phylogenetic relationship of LAPTc with other LAPs

Twenty nine sequences were selected from the nonreduntant (NR) protein database of
the NCBI after a search for M17 family members from different organisms under the following
accession numbers: EAN97960.1, EAN99056.1 and EAN87580.1 (T. cruzi), EAN79621.1 and
AAX70152.1 (Trypanosoma brucei), CAJ02694.1, CAJ06706.1 and AAL16097.1 (Leishmania
major), CAM36610.1 (Leishmania braziliensis), AAL16095.1 (Leishmania amazonensis),
AAL16096.1 (Leishmania donovani), AAD17527.1 (Homo sapiens), XP_001162589.1 (Pan
troglodytes), NP_077754.2 (Mus musculus), NP_001011910.1 (Rattus norvegicus),
NP_252520.1 (Pseudomonas aeruginosa), ZP_01789367.1 (Haemophilus influenzae),
YP_672349.1 (Escherichia coli), YP_001217999.1 (Vibrio cholerae), CAC31245.1
(Mycobacterium leprae), NP_216729.1 (Mycobacterium tuberculosis), NP_194821.1
(Arabidopsis thaliana), CANG66364.1 (Vitis vinifera), NP_001066684.1 (Oryza sativa),
CAAG69614.1 (Solanum lycopersicum), XP_744254.1 (Plasmodium chabaudi), EAA21300.1
(Plasmodium yoelii), XP_001348613.1 (Plasmodium falciparum) and XP_001615930.1

(Plasmodium vivax). Sequence alignments were done with the ClustalX software package (29).
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Phylogenetic analysis and statistical neighbor-joining bootstrap tests of the phylogenies were
done with the Mega package (30).

Cloning and expression of the recombinant enzyme (rLAPTCc)

According to the sequence of the gene encoding LAPTc (gene ID
Tc00.1047053508799.240; www.tcruzidb.org/tcruzido/home-ori. jsp), specific primers (forward
primer 5° -CTAGTGACATATGAACAGACCTCCTGCTACA - 3’, Ndel site in bold, and
reverse primer 5 - TAGTGACTCGAGTTATCGTAAATTACGAAGATATTCC - 37, Xhol in
bold, were designed and used to amplify the laptc open reading frame from T. cruzi genomic
DNA. The PCR product was cloned into the pCR2.1-TOPO vector. The clone was digested with
Ndel and Xhol and the 1563 bp full-length fragment was cloned into the pET-19b expression
vector (Novagen). Gene cloning was confirmed by sequencing. The N-terminal His-tagged
rLAPTc was produced in E. coli BL21(DE3) through 1.0 mM IPTG induction at 20 °C over 5 h.
Cells were harvested by centrifugation, resuspended in lysis buffer (20 mM Tris-HCI, 500 mM
NaCl, 5 mM imidazole, 0.2% lysozyme, pH 7.9), submitted to sonication on ice and centrifuged
at 15000 x g for 10 min at 4 °C. Then, the supernatant was submitted to affinity
chromatography on a nickel column and rLAPTc was eluted with 400 mM imidazole and
further purified by size exclusion chromatography on a Superose 6 HR 10/30 column as
described above. rLAPTc, the main peak of activity obtained after the last purification step, was
used for enzymatic assays and analyzed by 8% PAGE in the presence of 0.1 or 0.01% SDS,
followed by Coomassie staining of the gel.

Molecular organization assay - analytical ultracentrifugation and light
scattering

Sedimentation velocity experiments were performed using a Beckman XL-I analytical
ultracentrifuge and an AN-60 TI rotor (Beckman Coulter). The experiments were carried out at
10 °C for rLAPTCc, obtained after affinity chromatography, at 170, 56 and 10 pM in 25 mM Tris
pH 8.0, 150 mM NaCl, corresponding to absorbancies at 280 nm of 3.5, 1.2 and 0.2,
respectively. A volume of 110 pl for the most concentrated sample or 420 ul was loaded into
0.3 or 1.2 cm path cells and centrifuged at 42,000 rpm. Scans were recorded every 6 min,
overnight, at 295 and 285 nm and by interference. We used the Sednterp software (free

available at http//www.jphilo.mailway.com/) to estimate the partial specific volume of the

polypeptide chain, v =0.728 ml/g, the solvent density, p= 1.00667 g/ml, and the solvent

viscosity, #=1.335 mPa.s, at 10 °C. The sedimentation profiles were analyzed by the size-

distribution analysis of Sedfit (free available at www.analyticalultracentrifugation.com). In
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Sedfit, finite element solutions of the Lamm equation for a large number of discrete,
independent species, for which a relationship between mass, sedimentation and diffusion
coefficients, s and D, is assumed, are combined with a maximum entropy regularization to
represent a continuous size-distribution (31). We used typically 200 generated sets of data,
calculated on a grid of 300 radial points and using fitted frictional ratio, for sedimentation
coefficients comprised between 1 and 50 S. For the regularization procedure a confidence level
of 0.68 was used.

The molecular mass of LAPTc in solution was also determined by size exclusion
chromatography coupled to multiangle laser light scattering (SEC-MALLS) and refractometry
(RI). The rLAPTc, purified by affinity chromatography as above, (20 pl) at 170 pM (10 mg/ml)
in 25 mM Tris-HCI, pH 7.5, 100 mM NacCl, was injected in a KW 804 column preceded by a
guard column (Shodex), equilibrated in the same solvent, at 20 °C with a flow rate of 0.5
ml/min. Protein concentration was measured on-line by refractive index (RI) measurements
using an Optilab rEX (Wyatt Technology) and consideringdn/oc = 0.186 ml/g. On -line MALLS
detection was performed with a miniDAWN TREOS detector (Wyatt Technology) using laser
emitting at 658 nm. Data were analyzed and weight-averaged molar masses were calculated
using the ASTRA software (Wyatt Technology Corp.). The elution profiles (left ordinate axis)
were monitored by RI. The molecular mass distribution (right ordinate axis) was determined
from combined MALLS and RI data.

Assay of optimal pH and temperature for activity and thermostability of
LAPTC

The optimal pH for activity of both endogenous and recombinant LAPTc was
determined as described above in 50 mM acetic acid-50 mM MES-50 mM Tris-HCI buffer
adjusted to the desired pH. To assay the optimal temperature for aminopeptidase activity, the
reactions took place at 20, 25, 30, 37, 40, 50, 60, 70, 80 or 100 °C in reaction buffer. The
enzyme thermostability was assayed by incubating the purified proteins at the same
temperatures for either 15 or 240 min in reaction buffer before the aminopeptidase activity assay
on Leu-AMC. An 8% SDS-PAGE analysis of the molecular organization of the native or
recombinant LAPTc followed. PAGE was performed in the presence of 0.1 or 0.01% SDS
without previous boiling of either protein.

Inhibition pattern and cation dependence of LAPTc

Different concentrations of tosyl-lysylchloromethane (TLCK), bestatin, EDTA, L-trans-
epoxysuccinylleucylamido-(4-guanidino) butane (E-64), phenylmethylsulfonyl fluoride
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(PMSF), 1,10-phenanthroline, leupeptin, or phosphoramidon were incubated with 50 ng of
purified LAPTc in 100 ul of reaction buffer for 20 min at room temperature before the substrate
was added. The enzymatic reactions were monitored as described above. All inhibitors were
from Sigma-Aldrich. To assess the effects of cations on the enzymatic activity, purified LAPTC
was incubated in reaction buffer containing 10 mM EDTA or 250 uM 1,10-phenanthroline for
30 min at room temperature. After extensive dialysis against reaction buffer at 4 °C, 20 uM
Leu-AMC (final concentration) and AICI, CaCl,, FeCl,, CoCl,, MgClL, MnCl,, or ZnCl, (final
concentration, 0.4 mM) were added to the reaction system, followed by a 15 min incubation at
37 °C. Hydrolysis of the substrate was measured as described above. Controls consisted of
enzymatic reactions carried out either without EDTA or 1,10-phenanthroline treatments or in

the absence of cations.

Analysis of expression and immunocytolocalization of LAPTc

One 4-month-old female rabbit was immunized with 13 ug of the purified LAPTC
emulsified in complete Freund’s adjuvant followed by two biweekly boosters with the enzyme
in incomplete Freund's adjuvant. Four days after the last booster, serum was collected and
Western blotting monitored the presence of anti-LAPTc specific antibodies. To assay the
expression of LAPTc by T. cruzi epimastigotes, total parasite proteins were subjected to 8%
SDS-PAGE with or without previous heating to 100 °C and transferred to a nitrocellulose
membrane. The membrane was blocked by incubation in 5% (w/v) non-fat milk/PBS for 3 h at
room temperature. Blots were incubated in 1% non-fat milk/PBS for 2 h in the presence of
either pre-immune or immune serum diluted to 1:400, followed by extensive washing in PBS.
Then, the membranes were incubated with alkaline phosphatase-conjugated anti-rabbit 19G
diluted to 1:2000, washed in PBS and the immunocomplexes revealed with 5-bromo-4-chloro-
3-indolyl-1-phosphate/Nitro  Blue Tetrazolium (Promega). For immunofluorescence,
epimastigotes, amastigotes and trypomastigotes of T. cruzi were fixed overnight at 4 °C with
3.7% formaldehyde, air-dried on poly-L-lysine-coated glass slides, permeabilized with 0.2%
(v/v) Triton X-100 and incubated with pre-immune or anti-LAPTc serum (1:50 in 1% non-fat
milk/PBS) for 2 h at room temperature. After extensive washing in 1% non-fat milk/PBS, cells
were incubated with Alexa 488-conjugated goat anti-rabbit 1gG for 1 h. This was followed by
washing and staining parasite DNAs with 5 ug/ml 4,6-diamino-2-phenylindole (DAPI) for 5
min. Glass slides were washed, mounted and observed with a Leica TCS SP5 confocal

microscope (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).
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RESULTS

T. cruzi enzyme extract mediates hydrolysis of the aminopeptidase
substrate Leu-AMC

The sequencing of T. cruzi genome revealed genes encoding for putative peptidases that
mediate aminopeptidolytic activities (www.tcruzidb.org/tcruzidb/home-ori.jsp). To identify
aminopeptidolytic activities in T. cruzi, we prepared enzyme extract from epimastigoste forms
of the parasite and incubated it with Leu-AMC, N-CBZ-Leu-AMC, Pro-AMC or Asp-AMC.
Under the conditions of these experiments, only Leu-AMC was hydrolyzed by the enzyme
extract from epimastigotes with a calculated specific enzymatic activity of 45.86 + 3.75 mU/mg
of protein. The values of specific enzymatic activity obtained with enzyme extracts prepared
from trypomastigotes and amastigotes were 30.56 + 3.00 and 56.46 + 4.62 mU/mg of protein,
respectively. These results suggest that this enzymatic activity is differentially regulated in the
parasitic forms. Since the enzyme extract failed to hydrolyze N-CBZ-Leu-AMC (the blocked
version of Leu-AMC), the hydrolysis of Leu-AMC may be mediated by a leucyl
aminopeptidase. The molecular mass of the enzyme displaying such activity was estimated by
gel enzymography. For this assay, the proteins present in the enzyme extract were separated by
SDS-PAGE, followed by washing the gel for enzymatic activity recovery and incubation in
reaction buffer containing Leu-AMC. A single fluorescent band just above 200 kDa molecular
mass was revealed corresponding to free AMC released upon hydrolysis of the substrate (Fig.
1A, lane 1). The enzymatic activity on Leu-AMC was observed to co-localize with a protein
band upon staining of the same gel (Fig. 1A, lane 2).

Leucyl aminopeptidase is assembled into a homo-oligomer

The enzyme mediating hydrolysis of Leu-AMC was purified to homogeneity from
freshly prepared enzyme extract by a combination of ion exchange and size exclusion
chromatography with final yield and purification factor of 65% and 42, respectively. The leucyl
aminopeptidase activity was eluted from a DEAE-Sepharose column from 0.54 to 0.63 M NacCl
as a single peak of activity. The active fractions were further purified on a Superose-6 HR
column; again a single 300-kDa peak of enzymatic activity was observed (results not shown),
which indicates that, under the conditions of this experiment, only one peptidase in the enzyme
extract prepared from T. cruzi epimastigotes displays hydrolysis of Leu-AMC. The lack of
hydrolysis of fluorogenic protease substrates such as Pro-AMC, Asp-AMC, N-CBZ-Leu-AMC,
Gly-Phe-AMC, Gly-Arg-AMC, and Gly-Pro-AMC, as well as the protein substrates bovine
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serum albumin and gelatin (not shown) suggests that the purified aminopeptidase displays
narrow-spectrum activity.

The electrophoretic profiles of enzymatic active fractions on Leu-AMC obtained at each
purification step are shown in Fig. 1A (lanes 3 and 4). A single Coomassie-stained band of
approximately 200 kDa is seen after 8% SDS-PAGE under reducing conditions without
previous boiling of the sample, which indicates that the aminopeptidase was obtained with high
purity. However, when the purified enzyme was heated to 100 °C for 5 min prior to
electrophoretic analysis under reducing conditions, only a single 55-kDa protein band was
revealed upon staining of the gel (lane 5). These data indicate that this active leucyl
aminopeptidase is assembled into a homo-oligomer formed by monomers of about 55 kDa. We
could not assess whether the monomer mediates enzymatic activity because it was only obtained
upon boiling the oligomeric aminopeptidase.

To investigate the involvement of inter-monomer disulfide bonds in the stabilization of
the aminopeptidase’s oligomeric state, purified protein, previously boiled or not, was subjected
to SDS-PAGE under reducing or nonreducing conditions (Fig. 1A, lanes 4 and 5 versus lanes 6
and 7, respectively). The presence of a reducing agent did not change the electrophoretic
migration pattern of the purified aminopeptidase (lanes 1-5). In contrast, high temperature
induced monomerization of the protein oligomeric form; the active oligomer was only seen in
the gels where the samples had not been previously heated to 100 °C (lanes 1-4 and 6), while its
55-kDa monomer was revealed upon sample boiling (lanes 5 and 7). Since monomerization of
the endogenous aminopeptidase occurs regardless of the presence of reducing conditions, we
conclude that inter-monomer disulfide bonds do not take part in the assembly of the active
oligomer.

73



2-ME +
Heat -

kDa
205_ — ‘ . — +
116 -

o7 -l e -
84 -

66 -

55 - === ro— P

45 - <

% SDS 0.1 0.1 0.1 0.01

Fig. 1. Leucyl aminopeptidase behaves as an approximately 200-kDa homo-oligomer
under electrophoresis and lacks interchain disulfide bonds. A, gel zymographic experiments
of total proteins of T. cruzi show a leucyl aminopeptidolytic activity upon Leu-AMC under UV
light (lane 1). The same gel was Coomassie-stained (lane 2). Two purification steps of native
LAPTc: DEAE-Sepharose column fraction (lane 3), Superose-6 column fraction without (lane
4) or with (lane 5) previous boiling, and under reducing (lanes 4 and 5) or nonreducing (lanes 6
and 7) conditions. B, western blot analysis of LAPTc after 8% SDS-PAGE of epimastigote total
proteins with (lanes 1 and 3) or without (lane 2) previous boiling, showing both oligomeric
(arrow) and monomeric (arrowhead) forms of the enzyme. C, purified rLAPTc was subjected to
8% SDS-PAGE zymography without previous boiling of the sample (lane 1). The same gel was
subsequently stained with Coomassie Blue (lane 2). The recombinant enzyme was also
subjected to PAGE in the presence of 0.1 (lane 3) or 0.01% SDS (lane 4). Arrow and arrowhead
indicate oligomeric and monomeric forms of the enzyme, respectively.

Mass spectrometry identification of the purified aminopeptidase

The molecular identity of the aminopeptidase with specificity for Leu-AMC was
accessed by peptide mass fingerprinting. For this experiment, the purified native enzyme was
digested with trypsin and the resulting peptides were subjected to MALDI-TOF analysis. Values
of masses for the detected peptides were compared to those theoretically deduced from
sequences deposited in the database. Ten peptides showed mass matches to peptides obtained
from theoretical digestion of the predicted leucyl aminopeptidase of T. cruzi EAN97960 (Table
1), which is encoded by gene ID Tc00.1047053508799.240 (www.tcruzidb.org/tcruzidb/home-
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ori.jsp). This leucyl aminopeptidase gene (laptc) encodes for a 520-amino acid protein with a
calculated molecular mass of 55,891 Da, and whose sequence does not comprise a predicted
peptide signal. These observations correlate well with our experimental data showing that the
purified enzyme displays leucyl aminopeptidase activity.

According to sequence homology, this leucyl aminopeptidase of T. cruzi (LAPTC)
belongs to the metallopeptidase M17 family, also known as leucyl aminopeptidase family (32).
It shares 34 to 66% identity to other members of the M17 family, including assigned and
unassigned leucyl aminopeptidases of kinetoplastidae parasites. Multiple amino acid sequence
alignments (Fig. 2A) also revealed that the C-terminal portion is the most conserved region in
this family, reaching 72% identity and 83% similarity between T. cruzi and T. brucei. The
sequence of LAPTc comprises the highly conserved active site (Lys””® and Arg>"), metal
binding residues (Lys*®’, Asp*?, Asp™?, Asp® and GIu*"") and the signature NTDAEGRL
sequence of the M17 family (33). The phylogenetic tree shows divergent groups of proteins that
cluster by phylum or class (Fig. 2B). It is interesting to note that the bacteria, mammalia,
viridiplantae and apicomplexa groups have an indication of a common ancestor with a strong
bootstrap support. The Kinetoplastid sequences are divided in two defined clades also with very
strong bootstrap support. One group of kinetoplastids comprises sequences annotated as
aminopeptidases and the other group has sequences assigned as leucyl aminopeptidases.
Although these two clades are members of the M17 family, they show sequence divergence
indicating that the ancestral trypanosomatid giving origin to both Leishmania and Trypanosoma
already contained these two enzymes.
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Fig. 2. Sequence comparison and phylogenetic relationship of LAPTc to other members of
the M17 family of metallopeptidases. A, Multiple of C-portion amino acid sequences
alignment of different LAPs. The amino acid sequences from the conserved C-terminal region
of LAPs were aligned by the ClustalX program. The amino acids marked in black show 50%
identity and those in gray show 50% similarity. The putative metal binding sites (*), catalytic
site (#), and M17 signature (underlined) are indicated. Sequences were obtained from the
protein database of the National Center for Biotechnology Information (NCBI) under the
following accession numbers: EAN87580.1 and EAN97960.1 (T. cruzi), EAN79621.1 and
AAX70152.1 (T. brucei), CAJ02694.1 and AAL16097.1 (L. major), CAM36610.1 (L.
braziliensis), YP_672349.1 (E. coli), NP_194821.1 (A. thaliana), AAD17527.1 (H. sapiens). B,
Phylogenetic relationship of LAPTc to other LAPs of different organisms. The 29 full-length
sequences, derived from the nonreduntant (NR) protein database of the NCBI (listed in
Experimental Procedures), were aligned by the ClustalX program, and the phylogram was
generated with the Mega package after 10,000 bootstraps with the neighbor joining (NJ)

algorithm. The bar scale at the bottom represents 10% amino acid substitution per site. LAPTC
is indicated by a closed square.
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Table 1. Identification of T. cruzi protease by peptide mass fingerprinting

Tryptic peptide mass (Da)

- 3 — - Identified amino acid sequence
Experimental data® T. cruzi aminopeptidase

(in-gel digestion) (in silico digestion)
2,193.39 2,192.38 S KTHTAGLASTFVVILGTHAQLRE®
2,749.63 2,748.62 BKTHTAGLASTFVVILGTHAQLREDALKE®
1,764.03 1,763.02 8 2KELPFYCPAVAEAIQRV'®
3,011.58 3,010.57 I RLTVVFTPAPNPSPSELVVVATSTQLCQRL?®
2,437.36 2,436.35 2ORLVDAPTNLLNTATFAEVAQSYAKE?®
1,742.99 1,741.98 $°RDM GGAAA VFCGFLTAVRL®?®
1,977.11 1,976.10 *2RHA GIFVNDEEEELSFLKA*%®
2,590.34 2,589.34 42RVSGETCFPVLYCPEYHVTEFRS*?
1,538.92 1,537.92 SMKATGFGPALLMEYLRN®Y
1,554.90 1,553.89 S KATGFGPALLMEYLRN®Y

®Masses are MH* monoisotopic, with accuracy of 0.1 to 0.2 Da. The enzyme was digested
with trypsin, and masses of resulting peptides were determined by MALDI-TOF mass

spectrometry and compared to theoretical ones produced by in silico digestion of proteins
found in the database (NCBInr).

LAPTc assembles into a hexamer

The recombinant active and soluble form of LAPTc was produced in E. coli containing
a His-tag at its N-terminus. It was purified by affinity chromatography on a nickel column upon
elution with 200 mM imidazol and then submitted to size exclusion chromatography. The
activity co-migrates with the main protein peak of 320 kDa (not shown) that was submitted to
SDS-PAGE analysis. In-gel enzymography of the gel showed that only a 220-kDa protein band
mediates enzymatic activity on Leu-AMC when PAGE was carried out without previous
heating of the sample and in the presence of 0.1% SDS (Fig. 1C, lane 1). Protein bands of about
220 and 55 kDa were revealed upon staining of the same gel (Fig. 1C, lane 2). Under the same
experimental conditions, boiling of the sample resulted in complete monomerization of rLAPTC
(Fig. 1C, lane 3). Unlike its endogenous form that conserves an oligomeric structure in the
presence of 0.1% SDS (Fig. 1A), rLAPTCc is very sensitive to this detergent and is only entirely
seen as an oligomer in the presence of amounts of SDS as low as 0.01% (Fig. 1C, lane 4). These
data show that, regardless of their sensitivity to SDS, both endogenous and recombinant forms
of LAPTc behave the same when submitted to PAGE and size exclusion chromatography.

SDS-PAGE migration and size exclusion chromatography elution patterns might
suggest that native and recombinant LAPTc assemble into tetrameric and hexameric structures,
respectively. To solve the divergence in its molecular mass determination, we further submitted
affinity chromatography purified rLAPTc to SEC-MALLS and to analytical ultracentrifugation
analysis. MALLS measurements allow the molecular mass of macromolecules in solution to be
calculated, taking into account the absolute concentrations obtained with a differential refraction
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index detector. The elution profile showed the presence of five resolved peaks corresponding to
different oligomeric species eluting at 6.5 8.5, 9, 10 and 11.2 ml (Fig. 3A, continuous line). The
main protein peak was eluted at 10 ml and represents 67% of the mass recovery. As expected,
light scattering measurements (Fig. 3A, dotted line) exhibited higher signal for the larger species
eluting first, because light scattering is directly related to the concentration and molecular mass
of the observed objects. Molecular mass calculation (Fig. 3A, discontinuous line) revealed that
the first protein peak (6.5 ml) corresponds to highly aggregated species with molecular masses
above 10,000 kDa. On the other hand, the peaks eluting at 8.5, 9, 10 and 11.2 ml correspond to
oligomers of 1025, 625, 314 and 176 kDa, respectively. In conclusion, SEC-MALLS
experiments showed that rLAPTc is predominantly assembled into a 314-kDa oligomer, but
other minor species, which are not detectable during the purification procedure of the
endogenous enzyme, also co-exist (Table 2).

The hexameric form of LAPTc was confirmed by analytical ultracentrifugation (AUC),
a versatile and powerful tool for the identification of oligomeric states and the determination of
molecular masses of proteins (34). Fig. 3B shows the experimental and fitted sedimentation
velocity profiles obtained at 56 UM by monitoring the absorbance at 295 nm. These results are
representative of the data obtained with other concentrations and by monitoring interference
fringes. The derived sedimentation coefficient distribution (Fig. 3C) exhibits four main species
sedimenting at 5.1, 10.2, 15.3 and 19.5 S (s50,= 7.0, 13.9, 20.9 and 26.6 S, respectively). The s-
value depends on the molar mass, M, and Stokes radius, Rs, of the particle, according to the
Svedberg equation: s=M(1-p v)/(Na6myRs). To calculate the corresponding molecular masses,
calibrated size exclusion chromatography was performed with the same samples, giving Stokes
radii for the two main species eluting at 9 and 10 ml of 6.8 and 5.7 nm, respectively. The
combination of the s-values of 15.3 and 10.2 S with Rs = 6.8 and 5.7 nm gives the estimates for
the species of M =593 and 330 kDa, respectively (Table 2), confirming the results obtained by
SEC-MALLS. Considering the monomer molecular mass deduced from the sequence, 58.7 kDa,
the calculated number of subunits present in the main species eluting at 10 ml is 5.6, suggesting
a pentamer or, more likely, a hexamer. Taking into account 5 or 6 as the number of subunits, the
inferred Rs values from the Svedberg equation are 5.1 and 6.1 nm, which correspond to
frictional ratios of 1.16 and 1.31, respectively. These are within the values expected for globular
proteins. However, the frictional ratio obtained for the pentamer hypothesis is somewhat low for

a 330-kDa protein. Thus, these data indicate that the main rLAPTc species is a hexamer.
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Fig. 3. LAPTc assembles into a hexamer. A, SEC-MALLS data obtained with 20 pl of
rLAPTc at 10 mg/ml (170 uM). Superposition of concentration signal (differential refractive
index, continuous line), light scattering signal (dotted line) and molecular mass calculation
(discontinuous line). For clarity, the differential refractive index and light scattering signals are
normalized. B, superposition of experimental (dots) and fitted (continuous line) AUC profiles
corrected for all systematic noise for LAPTc at 56 uM (upper panel). Superposition of the
differences between the experimental and fitted curves (lower panel). The fit was obtained from
the c(s) analysis of the program SEDFIT. C, corresponding c(s) distribution in the range 1-45 S.
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Table 2. Summary of MALLS and AUC experiments.

SEC-MALLS Calibrated SEC-AUC
E(I)UIS;Z m;e:?r\;i%n Molecular ritjoitz Sedimentation  Molecular N° of subunits
(ml) %) mass (kDa) (nm) coefficient (S) mass (kDa)
8.5 8 1025 ND 195 ND 17.5@
9 13 625 6.8 153 593 101®
10 66 314 5.7 102 330 5.6
11.2 2 176 ND 5.1 ND 3@

®@. from sec-MALLS: ®: fromSEC-AUC

Recombinant and native forms of LAPTc display distinct activity

features

The influence of pH on the activity of purified LAPTc and rLAPTc was determined.
Maximal specific activity for the native enzyme was measured at pH 7.0 (data not shown). At
pHs 6.0 and 8.0 the recorded specific activities were 45% of that measured at pH 7.0, whereas at
pHs 5.0 and 9.0 the enzyme showed to be inactive. Conversely, [LAPTc optimal pH is 8.0; at
pH 7.5 and 9.0 the enzyme loses 60 and 75% of its activity recorded at pH 8.0, respectively.
These data demonstrate that LAPTc has a strong dependence on neutral pH, whereas its
recombinant form displays maximal activity at pH 8.0. The optimum temperature for LAPTc
activity on Leu-AMC was shown to be 37 °C. Newertheless, the enzyme retained 85% of its
activity in a broad range of temperature (30-50 °C), suggesting stability and absence of
regulation depending on the T. cruzi host (Fig. 4A). In contrast, r(LAPTc exhibits a complete
different profile of activity at different temperatures; specific activity measured at 37 °C
corresponded to only 25% of the recorded maximal activity observed at 60 °C (Fig. 4A). These
data indicate that the native enzyme is mesophilic, whereas its recombinant form produced in E.
coli is thermophilic. To study the thermostability of LAPTc, hydrolysis of Leu-AMC by native
and recombinant forms of the enzyme was assayed at 37 or 60 °C, respectively, after
preincubation at different temperatures for either 15 or 240 min (Table 3). Under the conditions
of this experiment, the enzymatic activity of LAPTc was not significantly modified after
preincubation at 37 °C for 240 min. However, preincubation at higher temperatures resulted in
significant loss of enzymatic activity. The rLAPTc showed to be more stable than its native
form, which correlates well with its higher optimal temperature of activity.

The Michaelis-Menten constant (K,) and maximal velocity (V...) of LAPTc were
determined according to the hyperbolic regression method. The endogenous enzyme has a K,
value of 12.0 + 0.8 uM Leu-AMC and its calculated catalytic constant (k. and catalytic
efficiency (kca/Ky) are 12.47 + 1.2 S* and 1.04 + 0.09 uM™.S™, respectively. Kp, Kca and K /K
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values for rLAPTC are 185.9 + 17.0 uM, 34.84 +2.9 S* and 0.19 + 0.01 uM™.S™, in that order.

These results show that native and recombinant LAPTc exhibit different kinetic parameters.

A

100
80

60

Relative activity (%)

20 30 40 50 60 70 80 90
Temperature (°C)

B C

Heat e Heat
wa 123 456 7 a 1 23 456 7
205 - ----.t-lu = 220 - — — — <
116 - 120 -
97 -
84 - 80 -
66 -

60 - 4 el
55 - < 50. <

FIG. 4. Optimal temperature for activity versus eletrophoretic migration pattern of
LAPTc. A, both native (solid squares) and recombinant (open circles) purified enzymes were
incubated with Leu-AMC in reaction buffer at different temperatures for 15 min and AMC
released was measured as described in Experimental Procedures. Standard deviations were less
than 10%. LAPTc (B) or rLAPTc (C) was incubated at 20 (lanes 1), 37 (lanes 2), 50 (lanes 3),
60 (lanes 4), 70 (lanes 5) 80 (lanes 6) or 100 °C (lanes 7) for 10 min in reaction buffer,
followed by 8% SDS-PAGE analysis. Oligomeric (arrow) and monomeric (arrowhead) forms
of the enzymes are indicated. The gels were Coomassie-stained.
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Table 3. LAPTc and rLAPTc thermostability
Enzy matic activity (% of control)®

Temperature of

! . Preincubation for Preincubation for
preincubation : .
°C) 15 min 240 min

LAPTCc rLAPTc  LAPTc rLAPTC
28 92 97 74 94
37 86 98 70 92
40 80 99 51 87
50 52 92 6 43
60 35 87 0 5
70 0 6 0 3
80 0 5 0 3

Purified LAPTc and rLAPTc were preincubated for 15 or 240
min at different temperatures, and then their activity on Leu-
AMC were measured at 37 or 60 °C, respectively. *Control

consisted of enzyme activity test without prior incubation.
Standard deviation was less than 11%.

LAPTc retains its oligomeric structure after losing activity

We asked whether the temperature-dependent enzymatic inactivation of LAPTc was due
to monomerization of the oligomer. This question was addressed by incubating LAPTc at
different temperatures during 15 min, following by SDS-PAGE analysis. Although its
enzymatic activity was almost completely lost at 60 °C, the peptidase fully retained its
oligomeric form upon preincubation up to 80 °C (Fig. 4B). Complete disassembly of the
oligomer was achieved after boiling the sample, since LAPTc migrated as a single 55-kDa band
in the gel. These data indicate that LAPTc keeps its oligomeric form after inactivation induced
by temperature. On the other hand, rLAPTc monomerization as a function of temperature

correlates well with loss of activity (Fig. 4C).

LAPTc is a metalloaminopeptidase

The enzymatic activity of LAPTc on Leu-AMC was completely inhibited by 100 uM
bestatin, while 250 uM 1,10-phenanthroline and 10 mM EDTA inactivated 83 and 45% of the
peptidase activity, respectively (Table 4). LAPTc hydrolytic activity was not sensitive to PMSF,
TLCK, E-64, leupeptin or pepstatin A. The activity of the enzyme previously inactivated by
EDTA or 1,10-phenanthroline was potentiated by 0.4 mM Mn?* or Ca**, restored to 80% of the

P* or Co**

control by Zn** but not by Fe®* and Mg®*. In contrast, assay in the presence of A
resulted in considerable inactivation of the enzyme (Table 4). Since LAPTc was specifically
inhibited by metal chelating agents of metals such as 1,10-phenanthroline, we consider it a

member of the metalloprotease family.
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Table 4. Inhibition pattern and cation dependence of LAPTc

Enzimatic activity (% of control)®

Inhibitor No cation ~ Mn* Ca®* zn** Fe?** WMg* AP Co**
10 mM EDTA 55 149 117 80 50 44 11
250 uM 1,10-phenanthroline 17 135 115 47 18 20 5
100 uM bestatin 3 ND” ND ND ND ND ND ND
2 mM PMSF 100 ND ND ND ND ND ND ND
10 uM E-64 98 ND ND ND ND ND ND ND
10 uM TLCK 97 ND ND ND ND ND ND ND
1 mM leupeptin 99 ND ND ND ND ND ND ND
200 UM pepstatin A 102 ND ND ND ND ND ND ND

®LAPTc was incubated with inhibitor before enzymatic assay at 37 °C with Leu-AMC. Peptidase

incubated with EDTA or 1,10-phenanthroline was dialyzed against reaction buffer prior to incubation
with 20 uM Leu-AMC and 0.4 mM MnCl,, CaCl,, ZnCl,, FeCl,, MgCl,, AICI3, or CoCl,. Results
represent means from three independent experiments carried out in triplicate. Standard deviations were
less than 10%.

bND, not determined.

LAPTCc is expressed as an oligomer and localizes inside vesicles

To assay the expression of LAPTc by T. cruzi, total proteins of epimastigote cells were
resolved in SDS-PAGE with or without previous heating to 100 °C, transferred to a
nitrocellulose membrane and probed with specific polyclonal antibodies raised against the
purified enzyme (anti-LAPTc). Under the conditions of this experiment, anti-LAPTC reacted
only with the oligomeric form of the enzyme where the proteins had not been boiled, and
recognized its monomer upon heating epimastigote proteins. These results show that LAPTc is
expressed as an oligomer by T. cruzi (Fig. 1B). Anti-LAPTc antibodies were employed to
determine where the enzyme localizes in the parasite through immunofluorescence assay (Fig.
5). Pre-immune serum was used in control experiments. The results of these experiments show
that LAPTc is located within vesicles in the cytoplasm of epimastigotes, amastigotes and
trypomastigotes of T. cruzi.
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Fig. 5. Immunocytolocalization of LAPTc in the developmental forms of T. cruzi.
Immunofluorescence analysis in amastigote (A), trypomastigote (B) and epimastigote (C) forms.
Top row, phase contrast microscopy; middle row, DAPI-stained parasite DNA (blue); botton
row anti-LAPTc serum and developing with conjugate containing Alexa 488 (green).

DISCUSSION

T. cruzi genome sequencing has revealed 28 genes encoding putative aminopeptidases,
among which there are three methionine, two aspartic, two puramycin-sensitive and three leucyl
aminopeptidases of the M17 family. In the present work, we report the identification,
purification and biochemical characterization of a major leucyl aminopeptidase activity of T.
cruzi. The enzyme displaying this activity is the product of the Tc00.1047053508799.240 gene
and was named LAPTCc to designate its activity. Under the conditions examined, a single

activity on Leu-AMC was observed either during the purification procedure or upon
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enzymography assay. These results suggest that LAPTc mediates a major leucyl aminopeptidase
activity in T. cruzi epimastigotes. However, the absence of other such activities could be due to
insolubility, low levels of expression or instability of the products. For example, different from
other proteases of T. cruzi such as oligopeptidase B and cathepsin B, the activity of POPTc80
can not be detected by enzymographic assay due to irreversible denaturation (13, 25, 26). The
absence of detectable hydrolysis of BSA, gelatin, Pro-AMC and Asp-AMC substrates suggests
that the activity of LAPTc is restrictive, which is in agreement with the specificities of M17
family members that are associated with degradation and processing of peptides and proteins by
removing specific N-terminal amino acidic residues (35). The differentiated expression of
LAPTc activity by T. cruzi forms might be due to their different requirements of metabolites
and processing of peptides and proteins since epimastigotes live in axenic cultures,
trypomastigotes are infective and found mainly in the blood, whereas amastigotes divide inside
mammalian host cells.

Aminopeptidases are widely distributed in animals, plants and microorganisms, and
found in the extracellular millieu, in the cytoplasm, in many subcellular organelles, and as
components of membranes (19). These enzymes are either monomeric or multimeric,
comprising one, two, four or six subunits. Although members of the M17 family have been
mainly described as multimeric, some of them behave as monomeric. For example,
recombinant LAPs of Leishmania spp. and P. falciparum exhibit a homohexameric structure,
while those of Haemaphysalis longicornis, Schistosoma monsoni and Schistosoma japonicum
seem to be monomeric enzymes (21, 36-38). Differently, LAPTc displays an electrophoretic
migration pattern corresponding to a homotetramer. However, it is necessary to take into
account that some proteins display abnormal migration both in SDS-PAGE and size exclusion
chromatography (39), and assembly of recombinant proteins might differ from that of their
native forms. In addition, LAPTc three-dimensional structure may contribute to its fast
migration since it was not heated before PAGE. Oligopeptidase B of T. cruzi also displays
abnormal electrophoretic migration under the same experimental conditions (40). Nevertheless,
other enzymes such as cathepsin B of T. cruzi and the hexameric leucyl aminopeptidase of
Borrelia burgdorferi (TAPg,) show correct migration (13, 27). The hexameric nature of LAPTc
was thus confirmed by analytical ultracentrifugation and MALLS assays, accurate techniques to
determine molecular masses of macromolecules in the absence of any interaction with matrices
or surfaces. As it has been observed for members of the M17 and M29 families, such as leucyl
aminopeptidase of bovine lens, aminopeptidase A of E. coli, and TAPg, (27, 41, 42), the
oligomeric assembly of LAPTc does not require the presence of interchain disulfide bonds
because monomerization occurs in the absence of a reducing agent. The oligomeric structures of
these enzymes may be maintained through hydrogen bridges, Van der Waals and hydrophobic
interactions as it is observed for bovine lens aminopeptidase (33). The advantage of multimeric
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over monomeric structures is still unclear, but it is possible that a quaternary structure allows
not only hydrophobic regions to be hidden within the protein assemblage but also the reduction
of the macromolecule surface in contact with the medium, thus restraining the amount of water
required to stabilize these proteins (43). The association between enzymatic activity and
multimeric structure of leucyl aminopeptidases suggests either that the active sites are formed at
the subunit junctions or that the three dimensional assemblage stabilizes the active site of each
monomer. The latter hypothesis is supported by the fact that the activity of leucyl
aminopeptidase of bovine lens depends on the stabilization of the active site of each monomer
by the structure of the oligomer (33).

LAPTc comprises several distinctive characteristics of M17 leucyl aminopeptidases
such as conserved amino acid sequences, especially at the C-terminus, that contain two M17
Pfam domains, and it lacks the HEXXH signature found in the M1 family. Amino acid
sequences deduced from cDNAs from many genomes have revealed amino acid sequence
homologies in organisms as diverse as bacteria and mammals, particularly around residues
involved in catalysis and metal ion binding (19). As expected, LAPTc shows the highest
identity with the M17 leucyl aminopeptidases of the kinetoplastids L. major and T. brucei, and
less extensively with the unassigned aminopeptidase 11 of T. cruzi. Despite conservation of
amino acid sequences, M17 members show variable pH and temperature optima. Although
LAPTc is active in a broad range of temperature, its activity shows a marked dependence on
neutral pH, since at pH 6 and 8 the enzymatic activity is only 45 % of that measured at pH 7.
Furthermore, the enzyme is completely inactive at pH 5 and 9. It is necessary to take into
account that an enzyme may mediate its activity in a broad range of pH, depending on the
substrate.

The distinguishable features between the two forms of the enzyme might be explained
by folding differences or post-translational modifications as rLAPTc was produced in E. coli,
whereas LAPTc was isolated from T. cruzi. The higher sensitivity of rLAPTc to SDS is in
agreement with this hypothesis. This correlates well with observations that recombinant
members of M17 assemble into active oligomers at 60-70 °C and alkaline pHs (19). Differently,
temperatures above 70 °C promote inactivation of the thermophilic TAPg,, a member of the
M29 family of metallopeptidases, through a transition from the hexameric to the monomeric
state (27). Since the active form of both endogenous enzymes lack interchain disulfide bonds,
the oligomeric state of LAPTc is even more resistant to high temperatures than that of TAPg,.
However, the three-dimensional structure of LAPTc seems to unfold at 60 °C, the optimal
activity temperature of TAPg,. In spite of displaying leucyl aminopeptidase activity, sequence
identity among members of M29 and M17 families is almost absent. Resolution of three-
dimensional structures of M29 peptidases may lead to a better understanding of the evolution

and activity mechanism of the leucyl aminopeptidase superfamily members.
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Members of M17 aminopeptidases have a broad range of functional properties beyond
degradation of peptides. In animals, plants and bacteria, these enzymes have been implicated in
many physiological processes such as protein turnover, regulation of cell redox status, cataract
development, MHC I-dependent antigen processing and presentation to cytotoxic T cells,
nutritional supply, transcriptional regulation, protein and peptide maturation and defense (19,
44). A P. falciparum M17 peptidase is involved in amino acid uptake and regulation and, thus,
is considered a virulence factor (21). Arphamenine-A, an inhibitor of aminopeptidases, restrains
in vitro growth of T. brucei, a close relative of T. cruzi (23). In this study, we show that LAPTc
mediates the major leucyl aminopeptidase activity in T. cruzi extracts and, thus, it likely has
important functions on physiological processes involving protein and peptide processing,
degradation of proteins and amino acid recycling. T. cruzi, Leishmania spp. and T. brucei lack
the biosynthetic pathways to synthesize the essential amino acids of humans, including leucine
(45). In spite of the metabolic relevance of amino acids for these parasites, their transport and
recycling are poorly known. Although many putative amino acid transporter genes have been
identified in silico, only arginine and proline transporters have been biochemically characterized
in T. cruzi (46-48). Considering that a biosynthetic pathway is missing, T. cruzi must acquire
leucine through specific transport and/or recycling. Since amastigotes live and divide within
host cells where the concentration of free amino acids is low, leucine aminopeptidases would
play a major role in leucine supply to the parasite through hydrolysis of exogenous and
endogenous proteins and peptides. Inactivation of LAPTc activity by specific inhibitors or
through gene disruption may help to reveal its functional properties and thus its importance to

the host-T. cruzi interface.
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As LAPs sdo metalo-exopeptidases que catalisam preferencialmente a
hidrolise de residuos de leucina da extremidade amino-terminal de proteinas e
peptideos (Taylor, 1993). As LAPs sao consideradas uma das mais importantes
aminopeptidases citossolicas e ja foram identificadas em indmeros
microorganismos, plantas, vertebrados e invertebrados (Bartling e Weiler, 1992;
Rogi et alii, 1996; Hatta et alii, 2006; Jia et alii, 2009). Neste trabalho,
realizamos a expressdo e caracterizacdo bioquimica de uma leucil
aminopeptidase de T. cruzi e, para isso, identificamos e realizamos a clonagem
de dois dos genes de leucil aminopeptidase presentes no genoma do parasito.
Nas condicbes experimentais empregadas, obtivemos sucesso com apenas
uma das leucil aminopeptidases clonadas, referente ao gene EAN97960
(Tc00.1047053508799.240). A inducdo deste gene produziu a expressado da
enzima alvo do trabalho de forma solivel e ativa, LAPTc2, denominada de
rLAPTc. A tentativa de expressdo da LAPTcl foi realizada em diferentes
condicdes. A temperatura de inducdo foi testada na faixa de 20 a 37 °C, o
tempo empregado foi de 3 a 16 h e a concentracdo de IPTG variou de 0,1 a 1,0
mM. Todas as variacGes foram realizadas combinadas entre si, em inUmeras
tentativas. Como ndo conseguimos prosseguir com a caracterizagdo da enzima
LAPTc1 devido a baixa produtividade durante sua expresséo e do insucesso no
estabelecimento de sua purificagcdo em larga escala, deixamos seu clone no
vetor pET-19b purificado estocado em glicerol a -80 °C para testes posteriores
ou futuros projetos.

O desenvolvimento de métodos de alto desempenho para a expressao e
purificacdo de proteinas é complicado devido as diversas propriedades
guimicas das proteinas. A expressao heter6loga de proteinas fusionadas a
uma cauda é uma estratégia bastante utilizada na producdo de proteinas
recombinantes (Terpe, 2003; Drewes e Bouwmeester, 2003). A purificagado por
afinidade de proteinas usando caudas fusionadas as suas sequéncias, tais
como tioredoxina (TRX)? (LaVallie et alii, 1993; Yuan e Hua, 2002), glutationa
S-transferase (GST) (Nygren et alii, 1994; Sun et alii, 2005) e sequéncias de
poli-histidina, que s&@o clonadas e expressas como parte da proteina de
interesse, permite purificagcdes de muitas proteinas por cromatografias simples.
Apesar de apresentar muitas vantagens como facilitar a purificacéo e deteccao

de proteinas, a presenca dessas caudas de afinidade podem afetar
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caracteristicas importantes, interferir nas funcdes e alterar o comportamento
das proteinas-alvo a serem estudadas (Bucher et alii, 2002; Smyth et alii, 2003;
Chant et alii, 2005). A dificuldade de purificar a enzima LAPTcl pode ser
explicada pelo dobramento da mesma, deixando sua cauda de histidina de
forma “escondida”, ndo permitindo que esta se ligue a matriz da coluna de
afinidade. Uma alternativa para solucionar este problema seria a mudanca da
cauda de histidina para a outra extremidade da sequéncia da proteina. Isso
poderia favorecer o dobramento correto da proteina, deixando sua cauda de
histidina exposta. Além disso, poderiamos utilizar outro vetor de expressao
para tentar a expressao da enzima LAPTcl. Outra hipétese para a dificuldade
na expressado pode estar no sistema escolhido. Apesar de apresentar muitas
vantagens, o uso de E. coli como hospedeiro pode causar baixo nivel de
expressao de muitas proteinas e a formagédo de agregados insollUveis inativos.
Esses problemas podem aparecer devido a toxicidade dos produtos, a
instabilidade do mRNA, a falta de modificacbes pds-traducionais, a saturacéo
da maquinaria de dobramento das células e a deficiéncia de co-fatores (Idicula-
Thomas e Balaji, 2005; Rosano e Ceccarelli, 2009). Por esses motivos, uma
sugestao seria a troca do sistema de expressdo pelo sistema baculovirus ou
Pichia pastoris (Lombardi et alii, 2010) como hospedeiro. Outra saida seria o
emprego do sistema de expressdo usando tripanossomatideos como
hospedeiro. O protozoario tripanossomatideo Crithidia fasciculata, aléem de ndo
ser patogénico aos humanos é facilmente cultivado em grandes quantidades e
constitui um importante modelo para a expresséo de proteinas.

A tentativa de expressao de uma leucil aminopeptidase (LAPTc2-Bac) no
sistema baculovirus também néo foi alcancada com éxito. O gene foi clonado
no vetor pFastBac sem dificuldades, formando o plasmideo recombinante. No
entanto, no passo seguinte, na transformacdo do plasmideo em células
competentes de E. coli DH10Bac para a formacao do bacmideo recombinante,
encontramos alguns problemas. Os bacmideos purificados foram transfectados
por varias vezes em células de inseto para que a proteina fosse expressa, mas
por motivos variados como contaminagao durante o experimento retardaram os
testes. Além disso, os bacmideos ndo se formaram corretamente, o que
impossibilitou obter a enzima com sucesso. Apds estes problemas, a

expressdo da leucil-aminopeptidase de T. cruzi (LAPTc2-Bac) em sistema
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baculovirus foi interrompida e seu clone no vetor pFastBac foi estocado a -80
°C.

A producdo de soro anti-rLAPTc foi realizada em camundongos e o0s
ensaios de Western blot mostraram a imunogenicidade e antigenicidade da
enzima. No entanto, utilizamos o soro da LAPTc nativa, produzido em coelho,
para sua deteccdo intracelular nos experimentos de imunofluorescéncia.
Devido ao fato de terem sido produzidos em coelho, o rendimento e a
guantidade dos anticorpos contra a forma nativa pesaram nesta decisao porque
a imunocitolocalizagdo da enzima foi exaustivamente repetida, consumindo
muito material. Contudo, cabe ressaltar que os experimentos realizados com
soro anti-rLAPTc ou com o anti-LAPTc produziram resultados iguais. A
marcacado observada indica que a enzima esta localizada em vesiculas nas
diferentes formas do parasito.

Elas exibem diversas funcbes biolégicas e fisiolégicas seja pela
degradacdo de peptideos ou pela interacdo com sinalizacdo dependente de
peptideos (Matsui et alii, 2006; Mizutani et alii, 2007). Algumas destas funcbes
estdo envolvidas na regulacdo metabdlica, no controle do ciclo celular e na
degradacao seletiva de proteinas (Brownlees e Williams, 1993). Mudancas no
padrdo de expressdo ou na funcéo catalitica de LAPs resultam em ativacéo
peptidica alterada, levando a mudancas na proliferacdo celular em tumor e
angiogénese. As investigacdes sobre LAPs de organismos parasitos tais como
Plasmodium, Leishmania e Trypanosoma mostram que estas enzimas estao
envolvidas na regulacdo de aminoacidos livres (Knowles, 1993; Morty e
Morehead, 2002; Stack et alii, 2007). Devido as suas importantes funcdes
desempenhadas na biologia do parasito, muitas LAPs tem sido caracterizadas
como fatores de viruléncia e, portanto, alvos de drogas e candidatos a vacinas
(Stack et alii, 2007; Acosta et alii, 2008; Marcilla et alii, 2008) contra infec¢des
parasitarias.

A LAP de Toxoplasma gondii (TgQLAP) é expressa como um homo-
hexamero e localiza-se no citossol, 0 que sugere participacdo na hidrélise de
peptideos derivados da via de degradacdo de proteinas pelo proteassoma e/ou
daqueles oriundos da degradacdo no vacuolo parasitéforo por endopeptidases.
A atividade maxima da TgLAP foi registrada em pH levemente alcalino (pH 8,0)

e a 37 °C. Além disso, sua atividade é marcadamente ativada pela adicdo de
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cations divalentes (Co* e Mn*?) em concentragdes milimolares e inibida por
bestatina (Jia et alii, 2010). Bestatina € um dipeptideo originalmente isolado de
filtrados de Streptomyces olivoretticuli e é conhecida como o inibidor das
aminopeptidases M17 e M1 (Umezawa et alii, 1976).

Os residuos de aminoacidos gerados durante a degradacdo da
hemoglobina sdo essenciais para a sintese de proteinas necessaria para o
desenvolvimento e crescimento dos parasitos causadores da malaria. Durante
a fase intraeritrocitica do ciclo de vida nos humanos, eles adquirem residuos de
amino4cidos livres necessarios para a sintese de suas proteinas da
degradacdo de hemoglobina do hospedeiro. A via de degradacdo da
hemoglobina tem sido bastante explorada e foi sugerido ser essencial para
sobrevivéncia de Plasmodium spp. (Goldberg, 2005; Rosenthal, 2002). A
hemoglobina, inicialmente, ¢é degradada no vacuolo digestivo por
endopeptidases, incluindo falcipainas e plasmepsinas, gerando pequenos
peptideos. Em seguida, aminopeptidases transformam esses peptideos em
residuos de aminoacidos livres (Skinner-Adams et alii, 2010).

Atividades leucil-aminopeptidoliticas tém sido encontradas em extratos
de P. falciparum (Vander Jagt et alii, 1984; Gavigan et alii, 2001). Estudos
recentes realizados com a forma recombinante da LAP de P. falciparum
revelaram que a enzima € uma LAP M17 que exibe atividade aminopeptidolitica
comparavel aquela encontrada nos extratos de P. falciparum, e que é essencial
no processo de degradacdo da hemoglobina do hospedeiro e para o
desenvolvimento do parasito (Gardiner et alii, 2006; Stack et alii, 2007; Dalal e
Klemba, 2007). A atividade da LAP citossélica de P. falciparum mostrou ser
maxima em pH neutro e levemente alcalino, aumentando consideravelmente
guando incubada com ions metalicos divalentes, e sendo significantemente
inibida por bestatina e nitrobestatina (Gavigan et alii, 2001; Stack et alii, 2007).
Além disso, estudos usando inibidores sugerem que a LAP de P. falciparum é
um alvo promissor de drogas, tornando as aminopeptidases alvos
quimioterapicos potenciais contra a malaria (Nankya-Kitaka et alii, 1998;
Gardiner et alii, 2006; Stack et alii, 2007; Skinner-Adams et alii, 2007;
Cunningham et alii, 2008; Skinner-Adams et alii, 2010).

Em Plasmodium vivax, a LAP recombinante (PVvLAP) foi recentemente

estudada e ensaios de imunofluorescéncia, usando anticorpos especfficos,
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mostraram que a enzima localiza-se em compartimentos acidos, como
lisossomos e reservossomos. Apesar disso, o pH 6timo da PVLAP mostrou ser
levemente alcalino (pH 8,5), sugerindo que a enzima ndo poderia funcionar
eficientemente nos ambientes acidos dos vacuolos digestivos. No entanto, é
necessario observar que o pH 6timo muitas vezes influencia mais o substrato
que a enzima. Estes resultados, juntamente com aqueles mostrados por
imunofluorescéncia sugerem que a PVLAP encontra-se distribuida no citossol,
onde ocorre a digestdo dos pequenos peptideos oriundos da degradacao da
hemoglobina. Em adicdo, a atividade da PVLAP aumentou bastante quando
incubada com ions metalicos divalentes e foi fortemente inibida por EDTA,
1,10-fenantrolina e bestatina (Lee et alii, 2010).

A LAP de Babesia gibsoni (BgLAP) localiza-se no citossol de suas
formas merozoitas (Jia et alii, 2009). Sua atividade amidopeptidolitica 6tima foi
observada em pH levemente alcalino (pH 8,0), a 37 °C, sendo inibida por
bestatina. A atividade da BgLAP é marcadamente aumentada pela incubacao
da enzima com Mn*. No entanto, sua atividade também é aumentada na
presenca de outros cations metalicos divalentes, tais como Ni*?> e Co*. Estas
informacgdes foram semelhantes com as de outras aminopeptidases M17 como
as de Leishmania (Morty e Morehead, 2002) e Plasmodium (Stack et alii, 2007).
Na sequéncia de residuos de aminoacidos da BgLAP, a superficie de contato
entre os dois trimeros foi identificada pelo programa BLAST. Estes dados
indicaram que a BgLAP nativa também poderia existir no parasito como homo-
hexameros (Jia et alii, 2009). As caracteristicas bioquimicas das LAPs
descritas acima coincidem com aquelas da LAPTc. Isto sugere que LAPs de T.
cruzi poderiam desempenhar funcbes semelhantes aquelas das LAPs de
outros parasitos.

A oligomerizagdo de proteinas consiste de duas ou mais cadeias
polipeptidicas associadas. Este mecanismo pode ser vantajoso do ponto de
vista evolutivo das proteinas por diversos fatores, incluindo novas
oportunidades para o controle funcional, tais como regulacdo alostérica e o
estabelecimento de complexidade de alta ordem. Muitas proteinas primitivas
podem ter sido homo-oligomeéricas ou hetero-oligoméricas para suportar melhor
suas fungbes, e entdo o estudo da natureza da oligomerizagdo das proteinas

pode elucidar fatores dentro de uma perspectiva evolutiva (Ali e Imperiali,
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2005). Por exemplo, a TAPg, € homo-hexamérica e termofilica apesar de B.
burgdorferi viver a temperaturas amenas (Bertin et alii, 2005).

As proteinas oligoméricas caracterizam-se por serem compostas de
subunidades multiplas (cadeias polipeptidicas) que podem ser a mesma
(homo-oligoméricas) ou diferentes (hetero-oligoméricas). Estudos recentes
sugerem gue 35% ou mais das proteinas de uma célula sédo oligoméricas e que
a maioria delas é formada por homo-oligdmeros (Goodsell e Olson, 2000). Uma
média dos estados oligoméricos de proteinas celulares sugere a predominancia
de estados tetraméricos (Goodsell, 1991). A maioria das proteinas oligoméricas
e essencialmente todas as homo-oligoméricas sdo simétricas (Goodsell e
Olson, 2000). A LAPTc, assim como outras LAPS, organiza-se em homo-
hexameros.

A associacdo entre subunidades podem variar no tamanho e na
duracdo. Muitas proteinas sao encontradas somente, ou primariamente, no
estado oligomérico. Essas proteinas geralmente tém dissociacfes constantes
na ordem nanomolar (Nooren e Thornton, 2003a). Outras tem uma fraca
tendéncia em associar-se na dependéncia de condicbes do meio, como
concentracdo, pH e temperatura. Além disso, outras proteinas oligomerizam
dinamicamente em resposta a estimulos, como alteracbes na hidrolise de
nucleotideos ou no estado de fosforilagdo. Tais mudangas podem ter efeito
critico sobre a afinidade entre as subunidades (Nooren e Thornton, 2003a,b).

Modelos de mini-proteinas, pequenos polipeptideos que adotam uma
estrutura estavel e discreta em solugcdes aquosas, estdo sendo extensivamente
usados como modelos para o estudo de fatores chave de proteinas naturais,
como determinantes termodinamicos da estabilidade de proteinas (Zhou et alii,
1992) e a introducdo de funcionalidades cataliticas (Robertson et alii, 1994;
Shogren-Knaak e Imperiali, 1999; Broo et alii, 1998; Allert et alii, 1998). Mini-
proteinas sdo ideais para o estudo de proteinas oligoméricas por serem
sistemas simples e devido a seus tamanhos reduzidos, o que facilita estudos
computacionais.

Caracteristicas especificas da interface de uma proteina oligomérica
dependem da natureza dessas interfaces e da duracdo das interacoes.
Grandes interfaces oligoméricas estdo frequentemente associadas com

interacbes fortes. No entanto, uma interface oligomérica pequena pode
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manifestar interacdes fracas ou fortes (Nooren e Thornton, 2003a). Residuos
conservados, geralmente no centro de uma interface, sdo responsaveis pela
maioria da energia de ligacdo de uma interacdo oligomérica. Esses residuos
sao frequentemente polares e estao envolvidos por ligacoes de van der Waals
e pontes de hidrogénio (Clackson e Wells, 1995; Bogan e Thorn, 1998; Hu et
alii, 2000). Interacbes hidrofébicas tem um papel importante na definicdo de
interfaces de proteinas homo-oligoméricas. Em adicéo, pontes de hidrogénio e
de sal também s&o importantes para a estabilizacdo de interfaces oligoméricas.
As mini-proteinas também estdo sendo usadas para examinar os fatores gerais
das interfaces de proteinas oligoméricas e seus mecanismos de dobramento.
Portanto, o enovelamento de cada subunidade influi decisivamente na
estabilidade e funcionalidade do oligdmero. Isto poderia explicar a razao pela
gual a LAPTc e a rLAPTc possuem caracteristicas diferentes como temperatura
Otima de atividade e parametros cinéticos.

Muitas proteinas co-existem em mais de um estado oligomérico (Rochet
et alii, 2000; Liu e Eisenberg, 2002; Ali et alii, 2003) e proteinas estruturais,
como a actina, podem sofrer polimerizacdo (Rafelski e Theriot, 2004). Outras
proteinas podem se polimerizar apds sofrerem mudangas conformacionais,
originando fibrilas amiloides (Dobson, 2003; Dobson, 2004). As LAPs, incluindo
essa de T. cruzi que caracterizamos neste trabalho, parecem existir apenas em
suas formas oligoméricas. No entanto, ndo se pode descartar a possibilidade
da existéncia de intermediarios na dependéncia de condi¢gbes fisiologicas,
como, por exemplo, durante a diferenciacao celular.

Existem muitas vantagens funcionais que podem ser conferidas pela
oligomerizagdo e que podem ter sido selecionadas durante a evolugao
(Goodsell e Olson, 1993; Nooren e Thornton, 2003a,b; Liu e Eisenberg, 2002).
Dentre elas estédo: a oligomerizacdo pode conferir melhor fungcéo de suporte por
ser uma estrutura mais complexa; proteinas oligoméricas podem ser reguladas
alostericamente; proteinas maiores sdo mais resistentes a degradacdo e
desnaturacdo. Por exemplo, o aumento no estado de oligomerizacdo € uma
das estratégias de estabilizacdo de proteinas mais observada em organismos
termofilicos (Walden et alii, 2001).

Parte da rLAPTc mostrou-se em estado de agregacdo. E interessante

notar que o fenébmeno de agregacao de proteinas é um dos tépicos da ciéncia
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moderna mais explorado atualmente e € reconhecida como um sério e
intrigante problema biomédico e biotecnolégico. A agregacdo de proteinas é
considerada um fator causador, ou um sintoma associado, de uma grande
guantidade de patologias humanas. Além disso, a agregacao e precipitacao de
proteinas sdo conhecidas por atrapalhar e até impedir a producdo de proteinas
recombinantes, formando corpos de inclusdo, e afetando a fabricacdo e
estocagem de drogas proteicas. Os estudos atuais visam entender o0s
mecanismos de agregacdo de proteinas em geral e suas peculiaridades. O
intenso interesse neste problema estd relacionado com a ligacdo entre a
agregacao de proteinas e varias doencas. Muitas patologias humanas estédo
associadas com a conversao de cadeias polipeptidicas em estados sollUveis em
agregados fibrilares bem organizados (Selkoe, 2003; Uversky e Fink, 2004;
Westermark et alii, 2005; Chiti e Dobson, 2006 e 2009). Estas patologias séo
conhecidas como doencas de deposicao de proteinas que incluem condicfes
neurodegenerativas  (Alzheimer, Parkinson, Hungtington), amiloidoses
sistémicas e amiloidoses localizadas (diabetes tipo Il) (Chiti e Dobson, 2009).

A agregacao e oligomerizacdo de proteinas pode ser agrupada em 3
classes: naturais; indesejaveis na biologia (corpos de inclusdo, depdésito de
proteinas em doencas conformacionais, agregados amorfos, fibrilas amiloides);
e indesejdveis na biotecnologia (producdo, purificagdo e estocagem de
proteinas e drogas, precipitacdo dessas drogas durante os procedimentos). A
agregacao de proteinas € um fendmeno dispendioso, tanto na perspectiva de
perdas biotecnologicas quanto nos custos para o tratamento das numerosas
doencas humanas associadas com a deposicado de proteinas. Foram descritos
papéis negativos da agregacao de proteinas (Oberg et alii, 1994). A agregacao
de intermediarios parcialmente dobrados alteram o dobramento de IL-1B,
levando ao acumulo de corpos de inclusédo e agregados (Oberg et alii, 1994).
Por outro lado, existem casos onde a oligomerizacdo (e algumas vezes a
agregacdo) é produtiva e biologicamente importante. Exemplos dessas
associacdes produtivas de proteinas incluem a formacdo de complexos
oligoméricos estaveis (por exemplo, complexos transientes na sinalizacado e
regulacéo) e de proteinas estruturais (Seshadri et alii, 2009).

A auto-associagcdo (agregacdo) de proteinas monomeéricas globulares

podem ser produtivas, gerando o dobramento das mesmas. Ou seja, a
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agregacdo de intermediarios parcialmente dobrados induzem a estruturas
adicionais, podendo levar a agregados sollveis (oligbmeros) contendo mais
fatores semelhantes ao estado nativo. Foi mostrado que a SNase desdobrada
em solucdo &cida (pH 2,5) pode ser transformada em um dos trés estados
intermediarios parcialmente dobrados, dependendo da natureza e
concentragcdo dos anions adicionados para neutralizar o efeito repulsivo da
rede de cargas positivas na cadeia polipeptidica acida desdobrada (Fink et alii,
1993; Uversky et alii, 1998). Um comportamento semelhante também foi
descrito para a apomioglobina (Fink et alii, 1998). E importante ressaltar que
observamos agregacdo somente na forma recombinante da LAPTc. No
entanto, apenas o experimento de Western blot ndo é suficiente para concluir
gue agregados desta proteina estejam ausentes em T. cruzi.

Nossos dados mostram que formas de T. cruzi expressam a LAPTc
homo-hexamérica que medeia atividade principal de remocéo de residuos de
Leu a partir de proteinas e peptideos nas condicdes experimentais
empregadas. A compreensao da(s) funcéo(s) desta enzima no ciclo de vida do
parasito necessita de experimentos adicionais por meio de nocaute de seu
gene e/ou pelo emprego de inibidores seletivos. Pretendemos obter um modelo
tridimensional da LAPTc empregando estrutura conhecida de outras LAPS,
modelagem molecular por homologia, realizar buscas de inibidores seletivos in
silico e, entdo emprega-los em estudos de interacdo T. cruzi-célula hospedeira

mamifera ndo fagocitica.
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Conclusoes
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Os resultados obtidos com 0s ensaios experimentais empregados nos

permitem concluir que:

» Os genes de LAP laptcl e laptc2 foram corretamente clonados para
expressao heteréloga em sistema E. coli, com fase aberta de leitura de
1755 e 1563 bp, respectivamente; o gene laptc2-bac foi clonado para

expressdo em sistema baculovirus;

> A proteina recombinante rLAPTc, referente ao produto do gene laptc2,

foi expressa sollvel e ativa como homo-hexamero em E. coli;

» Sua atividade leucil-aminopeptidolitica depende de sua forma

hexamérica que é sensivel ao SDS;

» A enzima rLAPTc possui atividade 6tima em pH 8,5 a 60 °C, o que a
caracteriza como termofilica, ao contrario da sua forma nativa que é
neutra e mesofilica;

» O padréo de inibicdo indica que a LAPTc € uma metalo-peptidase;

» A monomerizacdo da rLAPTc em funcdo da temperatura estd bem
correlacionada com a perda de sua atividade, enquanto que sua forma

nativa mantém sua estrutura apos perder a atividade;

» A enzima é expressa como um hexamero e localiza-se em vesiculas

citossolicas nas trés formas do parasito.

101



Referéncias bibliograficas

102



ABADJIEVA, A.; HILVEN, P.; PAUWELS, K.; CRABEEL, M. The yeast ARG7
gene product is autoproteolyzed to two subunit peptides, yielding active
ornithine acetyltransferase. The Journal of Biological Chemistry, v. 275, n.

15, p. 11361-11367, Apr. 2000.

ACOSTA, D.; CANCELA, M.; PIACENZA, L.; ROCHE, L.; CARMONA, C.;
TORT J. F. Fasciola hepatica leucine aminopeptidase, a promising candidate
for vaccination against ruminant fasciolosis. Molecular and Biochemical
Parasitology, v. 158, n. 1, p. 52-64, Mar. 2008.

ALLERT, M.; KJIELLSTRAND, M.; BROO, K.; NILSSON, A; BALTZER, L. A

designed folded polypeptide model system that catalyses the decarboxylation of
oxaloacetate. Journal of the Chemical Society, v. 2, p. 2271-2274, Aug. 1998.

ALl M. H.; IMPERIALI, B. Protein oligomerization: How and why. Bioorganic &
Medicinal Chemistry, v. 13, n. 17, p. 5013-5020, Sept. 2005.

ALl S. A.; WABUCHI, N.; MATSUI, T.; HIROTA, K.; KIDOKORO, S.; ARAI, M,;
KUWAJIMA, K.; SCHUCK, P.; ARISAKA, F. Reversible and fast association
equilibria of a molecular chaperone, gp57A, of bacteriophage T4. Biophysical
Journal, v. 85, n. 4, p. 2606-2618, Oct. 2003.

ANDRADE, Z. A. A patologia da doenca de Chagas no homem=The pathology
of Chagas disease in man. Annales de La Societe Belge de Medecine
Tropical, v. 65, p. 15-30, 1985. Suplemento 1.

ARGOLO, A. M.; FELIX, M. PACHECO, R. COSTA, J. A doenca de Chagas.
Trypanosoma cruzi, o causador da doenca de Chagas. In:___, Doencade
Chagas e Seus Principais Vetores no Brasil, Rio de Janeiro: Imperial Novo
Milénio, 2008, p. 19. Disponivel em:

<http://www fiocruz.br/chagas/media/Versao%20em%20Portugues.pdf> .
Acesso em: 26 jul. 2010.

ARIMA, J.; WABUCHI, M.; HATANAKA, T. Gene cloning and overproduction of
an aminopeptidase from Streptomyces septatus TH-2, and comparison with a
calcium-activated enzyme from Streptomyces griseus. Biochemical and
Biophysical Research Communications, v. 317, n. 2, p. 531-538, Apr. 2004.

ASLUND, L.; HENRIKSSON, J.; CAMPETELLA, O.; FRASCH, A.C,;
PETTERSSON, U.; CAZZULO, J. J. The C-terminal extension of the major
cysteine proteinase (cruzipain) from Trypanosoma cruzi. Molecular and
Biochemical Parasitology, v. 45, n. 2, p. 345-347, Apr. 1991.

103



BARBOZA, M.; DUSCHAK, V. G.; FUKUYAMA, Y.; NONAMI, H.; ERRA-
BALSELLS, R.; CAZZULO, J. J.; COUTO, A. S. Structural analysis of the
Nglycans of the major cysteine proteinase of Trypanosoma cruzi. Identification
of sulfated high-mannose type oligosaccharides. The FEBS Journal, v. 272, n.
15, p. 3803-3815, Aug. 2005.

BARRETT, A. J. Proteolytic Enzymes: nomenclature and classification. In:
BEYNON, R.; BOND, J. S. Proteolytic Enzymes — A Practical Approach. 2. ed.
New York: Oxford University Press, 2001. p. 1-20.

BARRETT, A. J. The many forms and functions of cellular proteinases.
Federation Proceedings, v. 39, n. 1, p. 9-14, Jan.1980.

BARRETT, A.J. & MCDONALD, J.K. Nomenclature: protease, proteinase and
peptidase. The Biochemical Journal, v. 237, n. 3, p. 935. Aug. 1986.

BARRETT, A.J.; RAWLINGS, N. D. Evolutionary lines of cysteine peptidases.
Biological Chemistry, v. 382, n.5, p. 727-733, May 2001.

BARRETT, A. J.; RAWLINGS, N. D. Proteinases. Biochemical Society
Transactions, v. 19, p. 707-715, 1991.

BARRETT, A.J.; RAWLINGS, N. D.; WOESSNER, J. F. Handbook of
Proteolytic Enzymes. London: Academic Press, 1998.

BARRETT, M. P.; BURCHMORE, R. J.; STICH, A.; LAZZARI, J. O.; FRASCH,
A.C.;CAZZULO, J. J.; KRISHNA, S. The trypanosomiases. Lancet, v. 362, n.

9394, p. 1469-1480, Nov. 2003.

BARTLING, D.; WEILER, E. W. Leucine aminopeptidase from Arabidopsis
thaliana. Molecular evidence for a phylogenetically conserved enzyme of
protein turnover in higher plants. The FEBS Journal: European Journal of
Biochemistry, v. 205, n. 1, p. 425-431, Apr. 1992.

BASTOS, I. M.; GRELLIER, P.; MARTINS, N. F.; CADAVID-RESTREPO, G.;
DE SOUZA-AULT, M. R.; AUGUSTYNS, K.; TEIXEIRA, A. R.; SCHREVEL, J;
MAIGRET, B.; DA SILVEIRA, J. F.; SANTANA, J. M. Molecular, functional and
structural properties of the prolyl oligopeptidase of Trypanosoma cruzi (P OP
Tc80), which is required for parasite entry into mammalian cells. The
Biochemical Journal, v.388, p. 29-38, May 2005.

104



BEHARI, J.; STAGON, L.; CALDERWOOD, S. B. pepA, a gene mediating pH
regulation of virulence genes in Vibrio cholerae. Journal of Bacteriology,

v.183, n. 1, p.178-188, Jan. 2001.

BENINGA, J.; ROCK, K. L.; GOLDBERG, A. L. Interferon-¥ Can Stimulate
Post-proteasomal Trimming of the N Terminus of an Antigenic Peptide by
Inducing Leucine Aminopeptidase. The Journal of Biological Chemistry, v.

273, n. 30, p. 18734-18742, July 1998.

BERN, C.; MONTGOMERY, S. P.; HERWALDT, B. L.; RASSIJUNIOR, A,
MARIN-NETO, J. A.; DANTAS, R. O.; MAGUIRE, J. H.; ACQUATELLA, H.;
MORILLO, C.; KIRCHHOFF, L. V.; GILMAN, R. H.; REYES, P. A;;
SALVATELLA, R.; MOORE, A. C. Evaluation and treatment of chagas disease
inthe United States: a systematic review. JAMA: The Journal of the American
Medical Association, v. 298, n. 18, p. 2171-2181, Nov. 2007.

BERQUIN I. M.; SLOANE B. F. Cathepsin B expression in human tumors.
Advances in Experimental Medicine and Biology, v. 389, p. 281-294, 1996.

BERTIN, P.B.; LOZZI, S. P.; HOWELL, J. K.; RESTREPO-CADAVID, G
NEVES, D.; TEIXEIRA, A. R.; DE SOUSA, M. V.; NORRIS, S. J.; SANTANA, J.
M. The thermophilic, homohexameric aminopeptidase of Borrelia burgdorferi is
a member of the M29 family of metallopeptidases. Infection and Immunity, v.
73,n.4,p.2253-2261, Apr. 2005.

BOGAN, A. A.; THORN, K. S. Anatomy of hot spots in protein interfaces.
Journal of Molecular Biology, v. 280, n. 1, p. 1-9, July 1998.

BONALDO, M. C.; D’'ESCOFFIER, L. N.; SALLES, J. M.; GOLDENBERG, S.
Characterization and expression of proteases during Trypanosoma cruzi
metacyclogenesis. Experimental Parasitology, v. 73, n. 1, p. 44-51, July 1991.

BOND, J. S.; BUTLER, P. E. Intracellular Proteases. Annual Review of
Biochemistry, v. 56, p. 333-364, 1987.

BONTEMPI, E.; CAZZULO, J. J. Digestion of human immunoglobulin G by the
major cysteine proteinase (cruzipain) from Trypanosoma cruzi. FEMS
Microbiology Letters, v.58, n. 3, p. 337-341, Aug. 1990.

BRENER, Z.; ANDRADE, Z. A.; BARRAL, M. N. Trypanosoma cruzi e Doenca
de Chagas. Rio de Janeiro: Editora Guanabara, 2000.

105



BROO, K. S.; NILSSON, H.; NILSSON, J.; FLOODBERG, A.; BALTZER, L.
Cooperative Nucleophilic and General-Acid Catalysis by the HisH+His Pair
and Arginine Transition State Binding in Catalysis of Ester Hydrolysis Reactions
by Designed Helix-Loop—Helix Motifs. Journal of the American Chemical
Society, v. 120, n. 17, p. 4063-4068, Apr. 1998.

BROWNLEES, J.; WILLIAMS, C. H. Peptidases, peptides, and the mammalian
blood-brain barrier. Journal of Neurochemistry, v. 60, n. 3, p. 793-803, Mar.
1993.

BUCHER, M. H.; EVDOKIMOQV, A. G.; WAUGH, D. S. Differential effects of

short affinity tags on the crystallization of Pyrococcus furiosus maltodextrin-
binding protein, Acta Crystallographica. Section D, Biological

Crystallography, v. 58, p. 392-397, Mar. 2002

BUCK, M. R.; KARUSTIS, D. G.; DAY, N. A.; HONN, K. V.; SLOANE, B. F.
Degradation of extracellular-matrix proteins by human cathepsin B from normal
and tumour tissues. The Biochemical Journal, v. 282, p. 273-278, Feb. 1992.

BURLEIGH, B. A.; CALER, E. V.; WEBSTER, P.; ANDREWS, N. W. A cytosolic
serine endopeptidase from Trypanosoma cruzi is required for the generation of
Ca** signaling in mammalian cells. The Journal of Cell Biology, v. 136, n. 3,

p. 609-620, Feb. 1997.

BURLEIGH, B. A.; WOOLSEY, A. Cell signaling and Trypanosoma cruzi
invasion. Cellular Microbiology, v. 4, n. 11, p. 701-711, Nov. 2002.

BURLEIGH, B.; ANDREWS, N. W. Signaling and host cell invasion by
Trypanosoma cruzi. Current Opinion in Microbiology, v. 1, n. 4, p. 461-465,

Aug. 1998.

BURLEY, S. K.; DAVID, P. R.; TAYLOR, A.; LIPSCOMB, W. N. Molecular
structure of leucine aminopeptidase at 2.7-A resolution. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, v. 87, n. 17,

p. 6878-6882, Sept. 1990.

BUTTON, L. L.; REINER, N. E.; MCMASTER, W. R. Modification of GP63
genes from diverse species of Leishmania for expression of recombinant
protein at high levels in Escherichia coli. Molecular and Biochemical
Parasitology, v. 44, p. 213-224, 1991.

106



BUTTON, L. L.; WILSON, G.; ASTELL, C. R.; MCMASTER, W. R. Recombinant
Leishmania surface glycoprotein GP63 is secreted in the baculovirus
expression system as a latent metalloproteinase. Gene, v. 134, p. 75-81, 1993.

CALER, E.V.; VAENA DE AVALOS, S.; HAYNES, P. A.; ANDREWS, N. W.;
BURLEIGH, B. A. Oligopeptidase B-dependent signaling mediates host cell
invasion by Trypanosoma cruzi. The EMBO Journal, v. 17, n. 17, p. 4975-

4986, Sept. 1998.

CAMARGO, E.P. Growth and differentiation in Trypanosoma cruzi |. Origin of
metacyclic trypanosomes in liquid medium. Revista do Instituto de Medicina

Tropical de S&o Paulo, v. 6, p. 93-100, 1964.

CAMPETELLA, O.; HENRIKSSON, J.; ASLUND, L.; FRASCH, A.C;
PETTERSSON, U.; CAZZULO, J. J. The major cysteine proteinase (cruzipain)
from Trypanosoma cruzi is encoded by multiple polymorphic tandemly
organized genes located on different chromosomes. Molecular and
Biochemical Parasitology, v. 50, n. 2, p. 225-234, Feb. 1992.

CAMPETELLA, O.; MARTINEZ, J.; CAZZULO, J. J. A major cysteine
proteinase is developmentally regulated in Trypanosoma cruzi. FEMS
Microbiology Letters, v. 55, n. 1-2, p. 145-149, Jan. 1990.

CANCADO, J. R. Forma aguda da doenca de Chagas no Brasil. AMB Revista
da Associagdo Médica Brasileira, v. 26, n. 8, p. 285-288. Aug. 1980.

CAPPIELLO, M.; ALTERIO, V.; AMODEO, P.; DEL CORSO, A.; SCALONI, A ;
PEDONE, C.; MOSCHINI, R.; De DONATIS, G.M.; DE SIMONE, G.; MURA, U.
Metal ion substitution in the catalytic site greatly affects the binding of
sulfhydryl-containing compounds to leucyl aminopeptidase. Biochemistry, v.

45, n. 10, p. 3226-3234, Mar. 2006.

CARDOSO, A.V.;LESCANO, S. A.; AMATO NETO, V.; GAKIYA, E.; SANTOS,
S. V. Survival of Trypanosoma cruzi in sugar cane used to prepare juice.
Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo, Sdo Paulo, v. 48, n.
5, p. 287-289, Sept.-Oct. 2006.

CASTILHOS, W. Doenca de Chagas é a mais esquecida de todas as doencas
negligenciadas. Diario da Saude, Jul. 2009. Disponivel em:
http://www.diariodasaude.com.br/news.php?article=doe nca-chagas-mais-
esquecida-todas-doencas-negligenciadas&id=4333>. Acesso em: 29 set. 2010.

107



CASTRO, J. A.; MECCA, M. M. de; BARTEL, L. C. Toxic side effects of drugs
used to treat Chagas' disease (American trypanosomiasis). Human &
Experimental Toxicology, v. 25, n. 8, p. 471-479, Aug. 2006.

CAWSTON, T. E.; WILSON A. J. Understanding the role of tissue degrading
enzymes and their inhibitors in development and disease. Best Practice &
Research Clinical Rheumatology, v. 20, n. 5, p. 983-1002, Oct. 2006.

CAZZULO, J. J. Proteinases of Trypanosoma cruzi: potential targets for the
chemotherapy of Chagas’ disease. Current Topics in Medicinal Chemistry, v.

2,n. 11,p.1261-1271, Nov. 2002.

CAZZULO, J. J., STOKA, V., TURK, V. The major cysteine proteinase of
Trypanosoma cruzi: a valid target for chemotherapy of Chagas disease.
Current Pharmaceutical Design, v. 7, n. 12, p. 1143-1156, Aug. 2001.

CAZZULO, J. J.; COUSO, R.; RAIMONDI, A.; WERNSTEDT, C.; HELLMAN, U.
Further characterization and partial amino acid sequence of a cysteine
proteinase from Trypanosoma cruzi. Molecular and Biochemical

Parasitology, v. 33, n. 1, p. 33-41, Feb. 1989

CAZZULO, J. J.; STOKA, V.; TURK, V. Cruzipain, the major cysteine proteinase
from the protozoan parasite Trypanosoma cruzi. Biological Chemistry, v. 378,

n. 1, p.1-10, Jan. 1997.

CHAGAS, C. Nova Tripanosomiase Humana. Estudos sobre a morfologia e o
ciclo evolutivo do Schizotrypanum cruzi n.gen.,n. sp., agente etiolégico de nova
entidade morbida do homem. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro, v. 1, p. 159 - 218, 1909.

CHANG, W. -S. H.; WU, H.-R.; YEH, C.-T.; WU, C.-W.; CHANG, J.-Y.
Lysosomal Cysteine Proteinase Cathepsin S as a Potential Target for Anti-
Cancer Therapy. Journal of Cancer Molecules, v. 3, n. 1, p. 5-14, 2007.

CHANT, A.; KRAEMER-PECORE, C. M.; WATKIN, R.; KNEALE, G. G.
Attachment of a histidine tag to the minimal zinc finger protein of the Aspergillus
nidulans gene regulatory protein AreA causes a conformational change at the
DNA-binding site. Protein Expression and Purification, v. 39, n. 2, p. 152-

159, Feb. 2005.

108



CHAPMAN, H. A. Endosomal proteases in antigen presentation. Current
Opinion in Immunology, v. 18, n. 1, p. 78-84, Feb. 2006.

CHITI, F.; DOBSON, C.M. Amyloid formation by globular proteins under native
conditions. Nature Chemical Biology, v. 5, n. 1, p. 15-22, Jan. 2009.

CHITI, F.; DOBSON, C.M. Protein misfolding, functional amyloid, and human
disease. Annual Review of Biochemistry, v. 75, p. 333-366, 2006.

CLACKSON, T.; WELLS, J. A. A hot spot of binding energy ina hormone-
receptor interface. Science, v. 267, n. 5196, p. 383-386, Jan. 1995.

COLLOMS, S. D. Leucyl aminopeptidase PepA. In. BARRETT, A. J.;
RAWLINGS, N. D.; WOESSNER, J. F. Handbook of Proteolytic Enzymes. 2

ed. San Diego: Elsevier/Academic Press, 2004, p. 905-908.

COURA, J. R. Chagas disease: what is known and what is needed - a
background article. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v.

102, p. 113-122, Oct. 2007. Suppl. 1.

COURA, J. R.; ABREU, L. L.; WILCOX, F.; PETANA, W. Estudo comparativo
com emprego de benznidazole, nifurtimox e placebo na forma cronica da
doenca de Chagas em area de campo com transmissao interrompida. Revista
da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 30, p. 139-144, 1997.

COURA, J. R.;DE CASTRO, S. L. A critical review on Chagas disease
chemotherapy. Memdérias do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v. 97, n.
1, p. 3-24, Jan. 2002.

CUEVAS, I.C.; CAZZULO, J. J.; SANCHEZ, D. O. GP63 homologues in

Trypanosoma cruzi: surface antigens with metalloprotease activity and a
possible role in host cell infection. Infection and Immunity, v. 71, p. 5739-

5749, 2003.

CUNNINGHAM, E.; DRAG, M.; KAFARSKI, P.; BELL, A. Chemical target
validation studies of aminopeptidase in malaria parasites using alpha-
aminoalkylphosphonate and hosphonopeptide inhibitors. Antimicrobial Agents

and Chemotherapy, v.52, n. 9, p. 3221-3228, Sept. 2008.

109



DALAL, S.; KLEMBA, M. Roles for two aminopeptidases in vacuolar
hemoglobin catabolism in Plasmodium falciparum. The Journal of Biological
Chemistry, v. 282, n. 49, p. 35978-35987, Sept. 2007.

DEUSSING, J.; ROTH, W.; SAFTIG, P.; PETERS, C.; PLOEGH, H. L.;
VILLADANGOS, J. A. Cathepsins B and D are dispensable for major
histocompatibility complex class ll-mediated antigen presentation. Proceedings

of the National Academy of Sciences of the United States of America, v.
95, n. 8, p. 4516-4521, Apr. 1998.

DIAS, J. C. P. Notas sobre o Trypanosoma cruzi e suas caracteristicas bio-
ecologicas, como agente de enfermidades transmitidas por alimentos = Notes
about of Trypanosoma cruzi and yours bio-ecology characteristcs with agents of
the transmission by meals. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical, Uberaba, v. 39, n. 4, p. 370-375, Jul-Aug. 2006.

DIAS, J. C. Southern Cone Initiative for the elimination of domestic populations
of Triatoma infestans and the interruption of transfusional Chagas disease.
Historical aspects, present situation and perspectives. Memarias do Instituto
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v.102, p. 11-18, Oct. 2007. Suppl. 1.

DICKINSON, D. P. Cysteine peptidases of mammals: their biological roles and

potential effects in the oral cavity and other tissues in health and disease.
Critical reviews in oral biology and medicine, v. 13, n. 3, p. 238-275, 2002.

DNDi (Drugs for Neglected Diseases Initiative). Doencas Negligenciadas,
2009a. Disponivel em: < http://www.dndi.org.br/Portugues/
doencas_negligenciadas.aspx >. Acesso em 02 de maio de 2009.

DNDi (Drugs for Neglected Diseases Initiative).Quem faz parte da DNDi, 2009b.

Disponivel em: < http://www.dndi.org.br/Portugues/sobre_dndi.aspx >. Acesso
em: 04 de maio de 2009.

DOBSON, C. M. Principles of protein folding, misfolding and aggregation.
Seminars in Cell & Developmental Biology, v. 15, n. 1, p. 3-16, Feb. 2004.

DOBSON, C. M. Protein folding and misfolding. Nature, v. 426, n. 6968, p. 884-
890, Dec. 2003.

110



DOCAMPO, R.; MORENO, S. N. Free radical metabolites in the mode of action
of chemotherapeutic agents and phagocytic cells on Trypanosoma cruzi.
Reviews of Infectious Diseases, v.6, n. 2, p. 223-238, Mar.-Apr. 1984.

DOCAMPO, R.; SCOTT, D. A.; VERCESI, A. E.; MORENO, S. N. J. The role of
Ca?" inthe process of cell invasion by intracellular parasites. Parasitol Today,

v. 12, n. 2, p. 61-65, Feb. 1996.

DOS REIS, F. C.; JUDICE, W. A.; JULIANO, M. A.; JULIANO, L.;
SCHARFSTEIN, J.; LIMA, A. P. The substrate specificity of cruzipain 2, a
cysteine protease isoform from Trypanosoma cruzi. FEMS Microbiology

Letters, v.259, n. 2, p. 215-220, June 2006.

DREWES, G.; BOUWMEESTER, T. Global approaches to protein—protein
interactions, Current Opinion In Cell Biology, v. 15, n. 2, p. 199-205, Apr.

2003.

DUNN, B. M. Determination of protease mechanism. In: BEYNON, R. J.;
BOND, J. S. Proteolytic Enzymes. A Practical Approach, 2. ed. Oxford: Oxford

University Press, 2001. Cap. 4, p. 77-104.

DUSCHAK, V. G.; COUTO, A. S. Aninsight on targets and patented drugs for
chemotherapy of Chagas disease. Recent Patents on Anti-Infective Drug
Discovery,v.2,n. 1, p. 19-51, Jan. 2007.

DUSCHAK, V. G.; COUTO, A. S. Cruzipain, the Major Cysteine Protease of
Trypanosoma cruzi: A Sulfated Glycoprotein Antigen as Relevant Candidate for
Vaccine Development and Drug Target. A Review. Current Medicinal
Chemistry, v. 16, n. 24, p. 3174-3202, 2009.

EAKIN, A. E.; MILLS, A. A.; HARTH, G.; MCKERROW, J. H.; CRAIK, C.S. The

sequence, organization, and expression of the major cysteine protease
(cruzain) from Trypanosoma cruzi. The Journal of Biological Chemistry, v.

267,n.11, p. 7411-7420, Apr, 1992.

EL KOUNI, M.H. Potential chemotherape utic targets in the purine metabolism of
parasites. Pharmacology & Therapeutics, v. 99, n. 3, p. 283-309, Sept. 2003.

ELLIS, M.; SHARMA, D. K.; HILLEY, J. D.; COOMBS, G. H. Processing and
trafficking of Leishmania mexicana GP63. The Journal of Biological
Chemistry, v. 277, p. 27968-27974, 2002.

111



FABBRO DE SUASNABAR, D.; ARIAS, E.; STREIGER, M.; PIACENZA, M ;
INGARAMO, M.;DEL BARCO, M.; AMICONE, N. Evolutive behavior towards
cardiomyopathy of treated (nifurtimox or benznidazole) and untreated chronic
chagasic patients. Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo,
Sé&o Paulo, v. 42, n. 2, p. 99-109, Mar.-Apr. 2000.

FERNANDEZ, P.L.; FARRE, X.; NADAL, A.; FERNANDEZ, E.; PEIRO, N,
SLOANE, B.F.; SHI, G.P.; CHAPMAN, H.A.; CAMPO, E.; CARDESA, A.
Expression of cathepsin B and S in the progression of prostate carcinoma.
International Journal of Cancer, v. 95, n. 1, p. 51-55, Jan. 2001.

FINK, A. L.; CALCIANO, L. J.; GOTO, Y.; NISHIMURA, M.; SWEDBERG, S. A.
Characterization of the stable, acid-induced, molten globulelike state of
staphylococcal nuclease. Protein Science : a publication of the Protein Society,
V.2, n.7,p.1155-1160, July 1993.

FINK, A.L.; OBERG, K.A.; SESHADRI, S. Discrete intermediates versus molten

globule models for protein folding: characterization of partially folded
intermediates of apomyoglobin. Folding & Design, v. 3, n. 1, p. 19-25, 1998.

FRANKE DE CAZZULO, B. M.; MARTINEZ, J.; NORTH, M. J.; COOMBS, G.
H.; CAZZULO, J. J. Effects of proteinase inhibitors on the growth and
differentiation of Trypanosoma cruzi. FEMS Microbiology Letters, v. 124, n. 1,
p. 81-86, Nov. 1994.

FUJINAGA, M.; CHERNEY, M. M.; OYAMA, H.; ODA, K.; JAMES, M. N. The

molecular structure and catalytic mechanism of a novel carboxyl peptidase from
Scytalidium lignicolum. Proceedings of the National Academy of Sciences of

the United States of America, v. 101, n. 10, p. 3364-3369, Mar. 2004.

FUSEK, M.; VETVICKA, V. Dual role of cathepsin D: ligand and protease.
Biomedical Papers of the Medical Faculty of the University Palacky,

Olomouc, Czechoslovakia, v. 149, n. 1, p. 43-50, June 2005.

GARCIA, M. P.; NOBREGA, O. T.; TEIXEIRA, A. R.; SOUSA, M.V
SANTANA, J. M. Characterization of a Trypanosoma cruzi acidic 30 kDa
cysteine protease. Molecular and Biochemical Parasitology, v. 91, n. 2, p.
263-272, Mar. 1998.

GARDINER, D. L.; TRENHOLME, K. R.; SKINNER-ADAMS, T. S.; STACK, C.
M.; DALTON, J. P. Overexpression of leucyl aminopeptidase in Plasmodium

112



falciparum parasites. Target for the antimalarial activity of bestatin. The Journal
of Biological Chemistry, v. 281, n. 3, p.1741-1745, Jan. 2006.

GAVIGAN, C. S.; DALTON, J. P.; BELL, A. The role of aminopeptidases in

haemoglobin degradation in Plasmodium falciparum-infected erythrocytes.
Molecular and Biochemical Parasitology, v. 117, n. 1, p. 37-48, Sept. 2001

GEA, S.; GUINAZU, N.; PELLEGRINI, A.; CARRERA SILVA, E. A.;

GIORDANENGO, L.; CANO, R.; AOKI, M. P. Cruzipain, a major Trypanosoma
cruzi cystein protease in the host-parasite interplay. Inmunologia, v. 25, n. 4, p.

225-238, Oct-Dec. 2006.

GERCZEI, T.; KESERU, G. M.; NARAY-SZABO, G. Construction of a 3D model
of oligopeptidase B, a potential processing enzyme in prokaryotes. Journal of
Molecular Graphics & Modelling, New York, v. 18, n. 1, p. 7-17, Feb. 2000.

GOCHEVA, V.; ZENG, W.; KE, D.; KLIMSTRA, D.; REINHECKEL, T.; PETERS,
C.; HANAHAN, D.; JOYCE, J. A. Distinct roles for cysteine cathepsingenesin
multistage tumorigenesis. Genes & Development, v. 20, n. 5, p. 543-556, Mar.

2006.

GOLDBERG, A.L.; CASCIO, P.; SARIC, T.; ROCK, K. L. The importance of the
proteasome and subsequent proteolytic steps in the generation of antigenic
peptides. Molecular Immunology, v. 39, n. 3-4, p. 147-164, Oct. 2002.

GOLDBERG, D. E. Hemoglobin degradation. Current Topics in Microbiology
and Immunology, v. 295, p. 275-291, 2005.

GOODSELL, D. S. Inside a living cell. Trends in Biochemical Sciences, v. 16,
n. 6, p. 203-206, June 1991.

GOODSELL, D. S.; OLSON, A. J. Soluble proteins: size, shape and function.
Trends in Biochemical Sciences, v. 18, n. 3, p. 65-68, Mar. 1993.

GOODSELL, D. S.; OLSON, A. J. Structural synmetry and protein function.
Annual Review of Biophysics and Biomolecular Structure, v. 29, p. 105-

153, 2000.

GORLA, N.B.; LEDESMA, O. S.; BARBIERI, G. P.; LARRIPA, I. B. Thirteenfold
increase of chromosomal aberrations non-randomly distributed in chagasic

113



children treated with nifurtimox. Mutation Research, v. 224, n. 2, p. 263-267,
Oct. 1989.

GRELLIER, P.; VENDEVILLE, S.; JOYEAU, R.; BASTOS, I. M.; DROBECQ, H.;
FRAPPIER, F.; TEIXEIRA, A. R.; SCHR'EVEL, J.; DAVIOUD-CHARVET, E;
SERGHERAERT, C.; SANTANA, J. M. Trypanosoma cruzi prolyl oligopeptidase
Tc80 is involved in nonphagocytic mammalian cell invasion by trypomastigotes.
The Journal of Biological Chemistry, v. 276, n. 50, p. 47078-47086, Dec.
2001.

GUEDES, P. M. M.; FIETTO, J. L. R.; LANA, M.; BAHIA, M. T. Advances in
Chagas disease chemotherapy. Anti-Infective Agents in Medicinal
Chemistry, v.5, n. 2, p. 175-186, Apr. 2006.

GUEDES, P. M.; OLVEIRA,F.S.; GUTIERREZ, F. R.; DA SILVA, G.K_;
RODRIGUES, G. J.; BENDHACK, L. M.; FRANCO, D. W.; DO VALLE MATTA,
M. A.; ZAMBONI, D. S.; DA SILVA, R. S.; SILVA, J. S. Nitric oxide donor trans-

[RuCl([15]aneN4)NOJ** as a possible therapeutic approach for Chagas’ disease.
British Journal of Pharmacology, v. 160, n. 2, p. 270-282, May 2010.

HASHIMOTO, Y.; KAKEGAWA, H.; NARITA, Y.; HACHIYA, Y.; HAYAKAWA,
T.; KOS, J.; TURK, V.; KATUNUMA, N. Significance of cathepsin B
accumulation in synovial fluid of rheumatoid arthritis. Biochemical and
Biophysical Research Communications, v. 283, n. 2, p. 334-339, May 2001.

HATTA, T.; KAZAMA, K.; MIYOSHI, T.; UMEMIYA, R.; LIAO, M.; INOUE, N,
XUAN, X.; TSUJI, N.; FUJISAKI, K. Identification and characterisation of a
leucine aminopeptidase from the hard tick Haemaphysalis longicornis.
International Journal for Parasitology, v. 36, n. 10-11, p. 1123-1132, Sept.
2006.

HATTORI, A.; TSUJIMOTO, M. Processing of antigenic peptides by
aminopeptidases. Biological & Pharmaceutical Bulletin, v. 27, n. 6, p. 777-
780, June 2004.

HECHT, M. M.; NITZ, N.; ARAUJO, P. F.; SOUSA, A. O.; ROSA, Ade. C;
GOMES, D. A.; LEONARDECZ, E.; TEIXEIRA, A. R. Inheritance of DNA
Transferred from American Trypanosomes to Human Hosts. PLoS One, v. 5, n.

2,e9181, Feb. 2010.

HIBBS, M. S.; HASTY, K. A.; SEYER, J. M.; KANG, A. H.; MAINARDI, C. L.
Biochemical and immunological characterization of the secreted forms of

114



human neutrophil gelatinase. The Journal of Biological Chemistry, v. 260, n.
4, p. 2493-2500, Feb. 1985.

HOFMANN, T.; DUNN, B. M.; FINK, A. L. Cryoenzymology of penicillopepsin;
with an appendix: mechanism of action of aspartyl proteinases. Biochemistry,
V. 23, n. 22, p. 5247-5256, Oct. 1984.

HOOPER, N. M. Proteases: a primer. Essays in Biochemistry, v. 38, p.1-8,
2002.

HOWARTH, J.; LLOYD, D. G. Simple 1,2-aminoalcohols as strainspecific
antimalarial agents. The Journal of antimicrobial chemotherapy, v. 46, n. 4,

p. 625-628, Oct. 2000.

HU, Z.; MA, B.; WOLFSON, H.; NUSSINOV, R. Conservation of polar residues
as hot spots at proteininterfaces.Proteins, v. 39, n. 4, p. 331-342, June 2000.

IDICULA-THOMAS, S.; BALAJI, P. V. Understanding the relationship between
the primary structure of proteins and its propensity to be soluble on
overexpression in Escherichia coli. Protein Science: a Publication of the

Protein Society, v. 14, n. 3, p. 582-592, Mar. 2005.

JEDESZKO, C.; SLOANE, B.F. Cysteine cathepsins in human cancer.
Biological Chemistry, v. 385, n. 11, p. 1017-1027, Nov. 2004.

JA, H.; TERKAWI, M. A.; ABOGE, G. O.; GOO, Y. K,; LUO, Y.; LI, Y,
YAMAGISHI, J.; NISHIKAWA, Y.; IGARASHI, I.; SUGIMOTO, C.; FUJISAKI, K.;
XUAN, X. Characterization of a leucine aminopeptidase of Babesia gibsoni.
Parasitology, v. 136, n. 9, p. 945-952, Aug. 2009.

JA, H.; NISHKAWA, Y.; LUO, Y.; YAMAGISHI, J.; SUGIMOTO, C.; XUAN, X.
Characterization of a leucine aminopeptidase from Toxoplasma gondii.
Molecular & Biochemical Parasitology, v. 170, n. 1, p. 1-6, Mar. 2010.

JIN, T.; TARKOWSKI, A.; CARMELIET, P.; BOKAREWA, M. Urokinase, a
constitutive component of the inflamed synovial fluid, induces arthritis. Arthritis

Research & Therapy, v. 5, n. 1, p. R9-R17, 2003.

JOYCE, J.A,; BARUCH, A.; CHEHADE, K.; MEYER-MORSE N.; GIRAUDO, E.;
TSAI F.Y.; GREENBAUM, D.C.; HAGER, J.H.; BOGYO, M.; HANAHAN, D.

115



Cathepsin cysteine proteases are effectors of invasive growth and angiogenesis
during multistage tumorigenesis. Cancer Cell, v. 5, n. 5, p. 443-453, May 2004.

JOYCE, J.A.; HANAHAN, D. Multiple roles for cysteine cathepsins in cancer.
Cell Cycle, v. 3, n. 12, p. 1516-1519, Dec. 2004.

JUNQUEIRA JUNIOR, L. F.; SOARES, J. D. Impaired autonomic control of
heart interval changes to Valsalva manoeuvre in Chagas' disease without overt
manifestation. Autonomic neuroscience: Basic & Clinical, v. 97, n. 1. p. 59-67,
Apr. 2002.

KIERSZENBAUM, F. Chronic chagasic tissue lesions in the absence of
Trypanosoma cruzi: a proposed mechanism. Parasitology Today, v. 12, n. 11,
p. 414-5, 1996.

KIRCHHOFF, L. V. Chagas Disease (American Trypanosomiasis). eMedicine
Specialities, Dec. 2009. Disponivel em:
<http://emedicine.medscape.com/article/214581-overview>. Acesso em: 26
julho 2010.

KLOETZEL, P. M.; OSSENDORRP, F. Proteasome and peptidase functionin
MHC-class-I-mediated antigen presentation. Current Opinion in
Immunology, v. 16, n. 1, p. 76-81, Feb. 2004.

KNOWLES, G. The effects of arphamenine-A, an inhibitor of aminopeptidases,
on in-vitro growth of Trypanosoma brucei brucei. The Journal of Antimicrobial
Chemotherapy, v. 32, n. 1, p. 172-174, July 1993.

KREPELA, E. Cysteine proteinases in tumor cell growth and apoptosis.
Neoplasma, v. 48, n. 5, p. 332-349, 2001.

KRIBS-ZALETA, C. Estimating Contact Process Saturation in Sylvatic
Transmission of Trypanosoma cruzi in the United States. PLoS neglected

tropical diseases, v. 4, n. 4, €656, Apr. 2010.

KUMAR, S.; TAMURA, K.; NEI, M. MEGAS: Integrated software for Molecular
Evolutionary Genetics Analysis and sequence alignment. Briefings In

Bioinformatics, v. 5, n. 2, p. 150-163, June 2004.

116



LAEMMLI, U. K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the
head of bacteriophage T4. Nature, v. 227, n. 5259, p. 680-685, Aug. 1970.

LANA, M.; TAFURI, W. L. Trypanosoma cruzi e Doenca de Chagas. In: NEVES,
D.P.etal. Parasitologia Humana. 11 ed. Sdo Paulo: Atheneu, 2005. p. 85-
108.

LANNES-VIEIRA, J.; SILVERIO, J. C.; PEREIRA, I. R.; VINAGRE, N. F;
CARVALHO, C. M.; PANVA, C. N.; SILVA, A. A da. Chronic Trypanosoma cruzi-
elicited cardiomyopathy: from the discovery to the proposal of rational
therapeutic interventions targeting cell adhesion molecules and chemokine
receptors--how to make a dream come true. Memorias do Instituto Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, v.104, p. 226-235, July 2009. Suppl. 1.

LARKIN, M. A.; BLACKSHIELDS, G.; BROWN, N. P.; CHENNA, R;
MCGETTIGAN, P. A.; MCWILLIAM, H.; VALENTIN, F.; WALLACE, |. M.; WILM,
A.;LOPEZ, R.; THOMPSON, J. D.; GIBSON, T. J.; HIGGINS, D. G. Clustal W
and Clustal X version 2.0. Bioinformatics, v. 23, n. 21, p. 2947-2948, Nov.
2007.

LAVALLIE, E. R.; DIBLASIO, E. A.; KOVACIC, S.; GRANT, K. L.; SCHENDEL,
P.F.; MCCOQOY, J. M. A thioredoxin gene fusion expression system that
circumvents inclusion body formation in the E. coli cytoplasm. Biotechnology
(Nature Publishing Company), v. 11, n. 2, p. 187-193, Feb. 1993.

LEATHERBARROW, R.J. GraFit Version 7, Erithacus Software Ltd., Horley,
U.K. 2009.

LEE, J. Y.; SONG, S. M.; SEOK, J. W.; JHA, B. K.; HAN, E. T.; SONG, H. O;
YU, H. S.; HONG, Y.; KONG, H. H.; CHUNG, D. I. M17 leucine aminopeptidase
of the human malaria parasite Plasmodium vivax. Molecular & Biochemical

Parasitology, v. 170 n. 1, p. 45-48, Mar. 2010.

LEONARDI, D.; SALOMON, C. J; LAMAS, M. C.; OLIVIERI, A. C. Development
of novel formulations for Chagas’ disease: Optimization of benznidazole
chitosan microparticles based on artificial neural networks. International
Journal of Pharmaceutics. v. 367, p. 140-147, Feb. 20009.

LIN, B.; SHORT, S. A.; ESKILDSEN, M.; KLEMPNER, M. S.; HU, L. T.

Functional testing of putative oligopeptide permease (Opp) proteins of Borrelia
burgdorferi: a complementation model in opp(-) Escherichia coli. Biochimica et
Biophysica Acta, v. 1499, n. 3, p. 222-231, Jan. 2001.

117



LIN, L. L.; HSU, W. H,; WU, C. P.; CHI, M. C.; CHOU,W.M.; HU, H. Y. A

thermostable leucine aminopeptidase from Bacillus kaustophilus CCRC 11223.
Extremophiles: Life Under Extreme Conditions, v. 8, n. 1, p. 79-87, Feb. 2004

LIU, Y.; EISENBERG, D. 3D domain swapping: As domains continue to swap.
Protein Science, v. 11, n. 6, p. 285-299, June 2002.

LKHIDER, M.; CASTINO, R.; BOUGUYON, E.; ISIDORO, C.; OLLVIER-
BOUSQUET, M. Cathepsin D released by lactating rat mammary epithelial cells
is involved in prolactin cleavage under physiological conditions. Journal of Cell
Science, v. 117, p. 5155-5164, Oct. 2004.

LOMBARDI, A.; BURSOMANNGO, S.; LOPARDO, T.; TRAINI, R.;

COLOMBATTI, M.; IPPOLITI, R.; FLAVELL, S. U.; CERIOTTI, A.; FABBRINI,
M. S. Pichia pastoris as a host for secretion of toxic saporin Chimeras. The

FASEB Journal: Official Publication of the Federation of American Societies for
Experimental Biology, v. 24, n. 1, p. 253-265, Jan. 2010.

LOWE, J.; STOCK, D.; JAP, B.; ZWICKL, P.; BAUMEISTER, W.; HUBER, R.
Crystal structure of the 20S proteasome from the archaeon T. acidophilum at
3.4 Aresolution. Science, v. 268, n. 5210, p. 533-539, Apr. 1995.

LOWTHER, W. T.; MATTHEWS, B. W. Metalloaminopeptidases: common
functional themes in disparate structural surroundings. Chemical Reviews, v.

102, n. 12, p. 4581-4608, Dec. 2002.

MARCILLA, A.; DELARUBIA, J. E.; SOTILLO, J.; BERNAL, D.; CARMONA,
C.;VILLAVICENCIO, Z.; ACOSTA, D.; TORT, J.; BORNAY, F. J.; ESTEBAN, J.
G.; TOLEDO, R. Leucine aminopeptidase is an immunodominant antigen of
Fasciola hepatica excretory and secretory products in human infections.
Clinical and Vaccine Immunology: CV|, v. 15, n. 1, p. 95-100, Jan. 2008.

MATSUI, M.; FOWLER, J. H.; WALLING, L. L. Leucine aminopeptidases:
diversity in structure and function. Biological Chemistry, v. 387, n. 12, p. 1535-

1544, Dec. 2006.

MCCARTHY, E.; STACK, C.; DONNELLY, S. M.; DOYLE, S.; MANN, V. H,;
BRINDLEY, P. J.; STEWART, M.; DAY, T. A.; MAULE, A. G.; DALTON, J. P.
Leucine aminopeptidase of the human blood flukes, Schistosoma mansoni and

118



Schistosoma japonicum. International Journal for Parasitology, v. 34, n. 6, p.
703-714, 2004.

MACDONALD, M. H.; MORRISON, C. J.; MCMASTER, W. R. Analysis of the

active site and activation mechanism of the Leishmania surface
metalloproteinase GP63. Biochimica et Biophysica Acta, v. 1253, p. 199-207,

1995.

MCGUIRE, B. S.; CHANG, K. P. Posttranslational regulation of a Leishmania
HEXXH metalloprotease (gp63). The Journal of Biological Chemistry, v. 271,
p. 7903-7909, 1996.

MCKERROW, J. H. Development of cysteine protease inhibitors as
chemotherapy for parasitic diseases: insights on safety, target validation, and
mechanism of action. International Journal for Parasitology, v. 29, n. 6, p.

833-837, Jun. 1999.

MCKERROW, J. H.; CAFFREY, C.; KELLY, B.; LOKE, P.; SAJID, M. Proteases
in parasitic diseases. Annual Review of Pathology: Mechanisms of Disease,

V. 1, p. 497-536, 2006.

MCKERROW, J. H.; SUN, E.; ROSENTHAL, P. J.; BOUVIER, J. The proteases
and pathogenicity of parasitic protozoa. Annual Review of Microbiology, v.

47, p. 821-853, 1993.

MEIRELLES, M. N.; JULIANO, L.; CARMONA, E.; SILVA, S. G.; COSTA,E. M;
MURTA, A. C.; SCHARFSTEIN, J. Inhibitors of the major cysteinyl proteinase
(GP57/51) impair host cell invasion and arrest the intracellular development of
Trypanosoma cruzi in vitro. Molecular and Biochemical Parasitology, v. 52,
n. 2, p.175-184, June 1992.

MITSIADES, C. S.; MITSIADES, N.; HIDESHIMA, T.; RICHARDSON, P. G;
ANDERSON, K. C. Proteasome inhibition as a new therapeutic principle in
hematological malignancies. Current Drug Targets, v. 7, n. 10, p. 1341-1347,

Oct. 2006.

MIZUTANI, S.; SHIBATA, K.; KIKKAWA, F.; HATTORI, A.; TSUJIMOTO, M.;
ISHII, M.; KOBAYASHI, H. Essential role of placental leucine aminopeptidase in
gynecologic malignancy. Expert Opinion on Therapeutic Targets, v. 11, n. 4,
p. 453-461, Apr. 2007.

119



MOHAMED, M.M.; SLOANE, B.F. Cysteine cathepsins: multifunctional
enzymes in cancer. Nature Reviews. Cancer, v. 6, n. 10, p. 764-775, Oct.

2006.

MONTEIRO; A. C. S.; ABRAHAMSON, M.; LIMA, A.P.C. A.; VANNIER-
SANTOS, M. A.; SCHARFSTEIN, J. Identification, characterization and
localization of chagasin, a tight-binding cysteine protease inhibitor in
Trypanosoma cruzi. Journal of Cell Science, v. 114, p. 3933-3942, Nov. 2001.

MORAN, M.; GUZMAN, J.; ROPARS, A. L.; MCDONALD, A.; JAMESON, N.;
OMUNE, B.; RYAN, S.; WU, L. Neglected disease research and development:
how much are we really spending? PLoS Medicine, v. 6, n. 2, Feb. 2009.

MORTY, R. E.; MOREHEAD, J. Cloning and characterization of a leucyl
aminopeptidase from three pathogenic Leishmania species. The Journal of

Biological Chemistry, v. 277, n. 29, p. 26057-26065, July 2002.

MOTOSHIMA, H.; AZUMA, N.; KAMINOGAWA, S.; ONO, M.; MINAGAWA, E.;
MATSUZAWA, H.; OHTA, T.; and YAMAUCHI ,K. Molecular cloning and

nucleotide sequence of the aminopeptidase T gene of Thermus aquaticus YT-1
and its high-level expressionin Escherichia coli. Agricultural and Biological
Chemistry, v. 54, p. 2385-2392, Sept. 1990.

MUELLER-STEINER, S.; ZHOU, Y.; ARAI, H.; ROBERSON, E. D.; SUN, B.;
CHEN, J.; WANG, X.; YU, G.; ESPOSITO, L.; MUCKE, L.; GAN, L.
Antiamyloidogenic and neuroprotective functions of cathepsin B: implications for
Alzheimer's disease. Neuron, v. 51, n. 6, p. 703-714, Sept. 2006.

MUSIL, D.; ZUCIC, D.; TURK, D.; ENGH, R. A.; MAYR. |.; HUBER, R;
POPOVIC, T.; TURK, V.; TOWATARI, T.; KATUNUMA, N.; BODE, W. The
refined 2.15 A X-ray crystal structure of human liver cathepsin B: the structural
basis for its specificity. The EMBO Journal, v. 10, n. 9, p. 2321-2330, Sept.

1991.

NANKYA-KITAKA, M. F.; CURLEY, G. P.; GAVIGAN, C. S.; BELL, A;;
DALTON, J. P. Plasmodium chabaudi chabaudi and P. falciparum: inhibition of

aminopeptidase and parasite growth by bestatin and nitrobestatin.
Parasitology Research, v. 84, n. 7, p. 552-558, July 1998.

NIEMIROWICZ, G.; FERNANDEZ, D.; SOLA, M.; CAZZULO, J. J.: AVILES, F.
X.; GOMIS-RUTH, F. X. The molecular analysis of Trypanosoma cruzi

120



metallocarboxypeptidase 1 provides insight into fold and substrate specificity.
Molecular Microbiology, v. 70, n. 4, p. 853-866, Nov. 2008.

NYGREN, P. A.; STAHL, S.; UHLEN, M. Engineering proteins to facilitate
bioprocessing. Trends in Biotechnology, v.12, n. 5, p. 184-188, May 1994.

NITZ, N.; GOMES, C.; ROSA, A. C.; D’'SOUZA-AULT, M. R.; MORENO, F.;
LAURIA-PIRES, L.; NASCIMENTO, R. J.; TEIXEIRA, A. R. L. Heritable

Integration of KDNA Minicircle Sequences from Trypanosoma cruzi into the
Avian Genome: Insights into Human Chagas Disease. Cell, v. 118, n. 2, p. 175-

186, July 2004.

NOOREN, I. M. A.; THORNTON, J. M. Diversity of protein-protein interactions.
The EMBO Journal, v. 22, n. 14, p. 3486-3492, July 2003Db.

NOOREN, I. M. A.; THORNTON, J. M. Structural characterisation and
functional significance of transient protein-protein interactions. Journal of
Molecular Biology, v. 325, n. 5, p. 991-1018, Jan. 2003a.

OBERG, K.; CHRUNYK, B. A.; WETZEL, R.; FINK, A. L. Nativelike secondary
structure in interleukin-1 beta inclusion bodies by attenuated total reflectance
FTIR. Biochemistry, v. 33, n. 9, p. 2628-2634, Mar. 1994.

ODA K. Sedolisin. In: BARRETT, A. J.; RAWLINGS, N. D.; WOESSNER, J. F.
Handbook of Proteolytic Enzymes. 2 ed. London: Elsevier, 2004, p.1886-

1887.

OKADA, Y.; NAGASE, H.; HARRIS JUNIOR, E. D. A metalloproteinase from
human rheumatoid synovial fibroblasts that digests connective tissue matrix
components. Purification and characterization. The Journal of Biological

Chemistry, v. 261, n. 30, p. 14245-14255, Oct. 1986.

PARODI, A. J.; LABRIOLA, C.; CAZZULO, J. J. The presence of complex-type
oligosaccharides at the C-terminal domain glycosylation site of some molecules
of cruzipain. Molecular and Biochemical Parasitology, v.69, n. 2, p. 247-255,
Feb. 1995.

PHAM, C. T. Neutrophil serine proteases: specific regulators of inflammation.
Nature Reviews. Immunology, v. 6, n. 7, p. 541-550, July 2006.

121



PIACENZA, L.; ACOSTA, D.; BASMADJIAN, |.; DALTON, J. P.; CARMONA, C.
Vaccination with cathepsin L proteinases and with leucine aminopeptidase
induces high levels of protection against fascioliasis in sheep. Infection and

Immunity, v. 67, n. 4, p. 1954-1961, Apr. 1999.

PODGORSK], I.; SLOANE, B. F. Cathepsin B and its role(s) in cancer
progression. Biochemical Society Symposium, v. 70, p. 263-276, 2003.

POLGAR, L. A potential processing enzyme in prokaryotes: Oligopeptidase B, a
new type of serine peptidase. Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics,

v. 28, n. 3, p. 375-379, July 1997.

POTEMPA, J.; PIKE, R. N. Bacterial Peptidases. In: RUSSELL, W.; HERWALD,
H. Concepts in Bacterial Virulence. Basel: Karger, 2005. p. 132-180

(Collection: Contributions to Microbiology, v. 12)

PULIDO-CEJUDO, G.; CONWAY, B.; PROULX, P.; BROWN, R.; IZAGUIRRE,
C. A. Bestatin-mediated inhibition of leucine aminopeptidase may hinder HIV
infection. Antiviral Research, v. 36, n. 3, p. 167-177, Dec. 1997.

RAFELSKI, S. M.; THERIOT, J. A. CRAWLING TOWARD A UNIFIED MODEL
OF CELL MOTILITY: Spatial and Temporal Regulation of Actin Dynamics.
Annual Review Biochemistry, v. 73, p. 209-239, 2004.

RAO, M. B.; TANKSALE, A. M.; GHATGE, M. S.; DESHPANDE, V. V.
Molecular and Biotechnological Aspects of Microbial Proteases. Microbiology

and Molecular Biology Reviews: MMBR, v. 62, n. 3, p. 597-635, Sept. 1998.

RASSI, A.; AMATO NETO; V.; DE SIQUEIRA, A. F.; FERRIOLLI FILHO, F;
AMATO, V. S.; RASSI JUNIOR, A. Efeito protetor do benznidazol contra a
reativacdo parasitaria em pacientes cronicamente infectados pelo
Trypanosoma cruzi e tratados com corticéide em virtude de afeccdes
associadas = Protective effect of benznidazole against parasite reactivation in
patients chronically infected with Trypanosoma cruzi and treated with corticoids
for associated diseases. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical, Uberaba, v. 32, n. 5, p. 475-482, Sept.1999.

RASSIJUNIOR, A.; DIAS, J. C.; MARIN-NETO, J. A.; RASSI, A. Challenges
and opportunities for primary, secondary, and tertiary prevention of Chagas
disease. Heart, v. 95, n. 7, p. 524-534, Apr. 2009.

122



RASSIJUNIOR, A.; RASSI, A.; MARIN-NETO J. A. Chagas disease. Lancet, v.
375, n. 9723, p. 1388-1402, Apr. 2010.

RAWLINGS, N. D.; BARRETT, A. J. Evolutionary families of metallopeptidases.
Methods in Enzymology, v. 248, p. 183-228, 1995.

RAWLINGS, N. D.; BARRETT, A. J. Evolutionary families of peptidases. The
Biochemical Journal, v. 290, p. 205-218, Feb. 1993.

RAWLINGS, N. D.; BARRETT, A. J. Introduction: Metallopeptidases and their
clans. In: BARRETT, A. J.; RAWLINGS, N. D.; WOESSNER, J. F. Handbook
of Proteolytic Enzymes. 2. ed. San Diego, USA: Elsevier/Academic Press,

2004, p. 231-263.

RAWLINGS, N. D.; BARRETT, A. J.; BATEMAN, A. MEROPS: the peptidase
database. Nucleic Acids Research, v. 38, p. D227-D233, Jan. 2010.

RAWLINGS, N. D.; MORTON, F. R.; BARRETT, A.J. MEROPS: the peptidase
database. Nucleic Acids Research, v. 34, p. D270-D272, Jan. 2006.
RAWLINGS, N. D.; MORTON, F. R.; KOK, C. Y.; KONG, J.; BARRETT, A. J.
MEROPS: the peptidase database. Nucleic Acids Research, v. 36, p. D320-

D325, Jan. 2008.

ROBERTSON, D. E.; FARID, R. S.; MOSER, C. C.; URBAUER, J.L.;
MULHOLLAND, S. E.; PIDKITI, R.; LEAR, J. D.; WAND, A.J.; DEGRADO, W.
F.; DUTTON, P. L. Design and synthesis of multi-haem proteins. Nature, v.

368, n. 6470, p. 425-432, Mar. 1994.

ROCHET, J. C.; BROWNIE, E. R.; OIKAWA, K.; HICKS, L. D.; FRASER, M. E.;
JAMES, M. N. G.; KAY, C. M.; BRIDGER, W. A.; WOLODKO, W. T. Pig heart

CoA transferase exists as two oligomeric forms separated by a large kinetic
barrier. Biochemistry, v. 39, n. 37, p. 11291-11302, Sept. 2000.

ROGI, T.; TSUJIMOTO, M.; NAKAZATO, H.; MIZUTANI, S.; TOMODA, Y.

Human placental leucine minopeptidase/oxytocinase. A new member of type I
membranespanning zinc metallopeptidase family. The Journal of Biological

Chemistry, v. 271, n. 1, p. 56-61, Jan. 1996.

RONCARI, G.; ZUBER, H. Thermophilic aminopeptidases from Bacillus
stearothermophilus I. Isolation, specificity, and general properties of the

123



thermostable aminopeptidase I. International Journal of Protein Research, v.
1,n1,p.45-61, 1969.

ROSANO, G. L.; CECCARELLI, E. A. Rare codon content affects the solubility
of recombinant proteins in a codon bias-adjusted Escherichia coli strain.
Microbial Cell Factories, v. 8, p. 41, July 2009.

ROSENTHAL, P. J. Hydrolysis of erythrocyte proteins by proteases of malaria
parasites. Current Opinion in Hematology, v. 9, n. 2, p. 140-145, Mar. 2002.

SAITOU, N.; NEI, M. The neighbor-joining method: a new method for
reconstructing phylogenetic trees. Molecular Biology and Evolution, v. 4, n. 4,

p. 406-425, 1987.

SANDERSON, S. J.; WESTROP, G. D.; SCHARFSTEIN, J.; MOTTRAM, J. C.;
COOMBS, G. H. Functional conservation of a natural cysteine peptidase
inhibitor in protozoan and bacterial pathogens. FEBS Letters, v. 542, n. 1-3, p.
12-16, May 2003.

SANTANA, J. M.; GRELLIER, P.; RODIER, M-H.; SCHREVEL, J.; TEIXEIRA,
A. Purification and characterization of a new 120 kDa alkaline proteinase of
Trypanosoma cruzi. Biochemical and Biophysical Research
Communications, v. 187, n. 3, p. 1466-1473, Sept. 1992.

SANTANA, J. M.; GRELLIER, P.; SCHREVEL, J.; TEIXEIRA, A. R. A

Trypanosoma cruzi-secreted 80 kDa proteinase with specificity for human
collagen types land IV. The Biochemical Journal, v. 325, p. 129-137, July

1997.

SCHARFSTEIN, J.; SCHECHTER, M.; SENNA, M.; PERALTA, J. M,;
MENDONCA-PREVIATO, L.; MILES, M. A. Trypanosoma cruzi:
characterization and isolation of a 57/51,000 m.w. surface glycoprotein
(GP57/51) expressed by epimastigotes and bloodstream trypomastigotes. The
Journal of Immunology, v. 137, n. 4, p. 1336-1341, Aug. 1986.

SCHLAGENHAUF, E.; ETGES, R.; METCALF, P. The crystal structure of the
Leishmania major surface proteinase leishmanolysin (gp63). Structure, v. 6, p.

1035-1046, 1998.

124



SCHMUNIS, G. A. Epidemiology of Chagas disease in hon-endemic countries:
the role of international migration. Mem©érias do Instituto Oswaldo Cruz, Rio

de Janeiro, v.102, p. 75-85, Oct. 2007. Suppl. 1.

SELKOE, D.J. Folding proteins in fatal ways. Nature, v. 426, n. 6968, p. 900-
904, Dec. 2003.

SESHADRI, S.; OBERG, K. A.; UVERSKY, V. N. Mechanisms and

Consequences of Protein Aggregation: The Role of Folding Intermediates.
Current Protein and Peptide Science, v. 10, n. 5, p. 456-463, Oct. 20009.

SHANNON, J. D.; BARAMOVA, E. N.; BJARNASON, J. B.; FOX, J. W. Amino

acid sequence of a Crotalus atrox venom metalloprotease which cleaves type
IV collagen and gelatin. The Journal of Biological Chemistry, v. 264, n. 20, p.
11575-11583, July 1989.

SHOGREN-KNAAK, M. A.; IMPERIALI, B. Modulating pyridoxamine-mediated
transamination through a betabeta alpha motif peptide scaffold. Bioorganic &
Medicinal Chemistry, v. 7, n. 9, p. 1993-2002, Sept. 1999.

SILVA, J.J. N.; GUEDES, P. M. M.; ZOTTIS, A.; BALLIANO, T. L.; SILVA, F. O.
N.; LOPES, L. G. F.; ELLENA, J.; OLIVA, G.; ANDRICOPULO, A. D.; FRANCO,
D.W.; SILVA, J. S. Novel ruthenium complexes as potential drugs for Chagas's
disease: enzyme inhibition and in vitro/in vivo trypanocidal activity. British
Journal of Pharmacology, v. 160, n. 2, p. 260-269, May 2010.

SKINNER-ADAMS, T.S.; LOWTHER, J.; TEUSCHER, F.; STACK, C. M,;
GREMBECKA, J.; MUCHA, A.; KAFARSKI, P.; TRENHOLME, K. R.; DALTON,
J. P.; GARDINER, D. L. Identification of phosphinate dipeptide analog inhibitors
directed against the Plasmodium falciparum M17 leucine aminopeptidase as
lead antimalarial compounds. Journal of Medicinal Chemistry, v. 50, n. 24, p.
6024-6031, Nov. 2007.

SKINNER-ADAMS, T. S.; STACK, C. M.; TRENHOLME, K. R.; BROWN, C. L.;
GREMBECKA, J.; LOWTHER, J.; MUCHA, A.; DRAG, M.; KAFARSKI, P.;
MCGOWAN, S.; WHISSTOCK, J. C.; GARDINER, D. L.; DALTON, J. P.

Plasmodium falciparum neutral aminopeptidases: new targets for anti-malarials.
Trends in Biochemical Sciences, v. 35, n. 1, p. 53-61, Jan. 2010.

SMYTH, D. R.; MROZKIEWICZ, M. K.; MCGRATH, W. J.; LISTWAN, P ;
KOBE, B. Crystal structures of fusion proteins with large-affinity tags, Protein

125



Science: a Publication of the Protein Society, v. 12, n. 7, p. 1313-1322, July
2003.

SOSA-ESTANI, S, VIOTTI, R., SEGURA, E.L. Therapy, diagnosis and
prognosis of chronic Chagas disease: insight gained in Argentina. Memaorias
do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v. 104, p. 167-180, July 2009.
Suppl. 1.

SOUTO-PADRON, T.; CAMPETELLA, O. E.; CAZZULO, J. J.; de SOUZA, W.
Cysteine proteinase in Trypanosoma cruzi: immunocytochemical localization
and involvement in parasite-host cell interaction. Journal of Cell Science, v.

96, p. 485-490, July 1990.

STACK, C. M.; LOWTHER, J.; CUNNINGHAM, E.; DONNELLY, S.;
GARDINER, D. L.; TRENHOLME, K. R.; SKINNER-ADAMS, T. S.;
TEUSCHER, F.; GREMBECKA, J.; MUCHA, A.; KAFARSKI, P.; LUA, L.; BELL,
A.; DALTON, J. P. Characterization of the Plasmodium falciparum M17 leucyl

aminopeptidase. A protease involved in amino acid regulation with potential for
antimalarial drug development. The Journal of Biological Chemistry, v. 282,

n. 3, p. 2069-2080, Jan. 2007.

STRATER, N.; LIPSCOMB, W. N. Leucyl aminopeptidase (animal). In:
BARRETT, A. J.; RAWLINGS, N. D.; WOESSNER, J. F. Handbook of
Proteolytic Enzymes. 2 ed. San Diego: Elsevier/Academic Press, 2004, p.
896-899.

SUASNABAR, D. F.; ARIAS, E.; STREIGER, M.; PIACENZA, M.; INGARAMO,
M.; BARCO, M.; AMICONE, N. Evolutive behavior towards cardiomyopathy of

treated (nifurtimox or benznidazole) and untreated chronic chagasic patients.
Revista do Instituto de Medicina Tropical de S&do Paulo, v. 42, n. 2, p. 99-

109, Apr. 2000.

SUN, Q. M.; CAO, L.; FANG, L.; CHEN, C.; DA|, J.;CHEN, L.L.; HUA, Z. C.
Expression, purification of human vasostatin120-180 in Escherichia coli, and its
anti-angiogenic characterization. Protein Expression and Purification, v. 39,

n. 2, p. 288-295, Feb. 2005.

TAYLOR, A. Aminopeptidases: structure and function. The FASEB Journal :
official publication of the Federation of American Societies for Experimental
Biology, v. 7, n. 2, p. 290-298, Feb. 1993.

126



TEIXEIRA, A. R. L.; CALIXTO, M. A.; RIZZO, L. V.; CORDOBA, J.C.;
TEIXEIRA, M. L. Cancerigénese em camundongos tratados com compostos
nitroderivados. In: CONGRESSO DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
MEDICINA TROPICAL, 21., 1985, Sdo Paulo. Resumos... Sdo Paulo, 1985.
p.48-49.

TEIXEIRA, A. R. L.; CORDOBA, J. C.; SOUTO-MAIOR, I.; SOLORZANO, E.
Chagas’ disease: lymphoma growth in in rabbits treated with benznidazole. The
American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v. 43, n. 2, p. 146-158,
Aug. 1990.

TERENIUS, L.; SANDIN, J.; SAKURADA, T. Nociceptin/orphanin FQ
metabolism and bioactive metabolites. Peptides, v. 21, n. 7, p. 919-922, July

2000.

TERPE, K. Overview of tag protein fusions: from molecular and biochemical
fundamentals to commercial systems. Applied Microbiology and
Biotechnology, v. 60, n. 5, p. 523-533, Jan. 2003.

TURK, B. Targeting proteases: successes, failures and future prospects.
Nature Reviews. Drug Discovery, v. 5, n. 9, p. 785-799, Sept. 2006.

TURK, V.; TURK, B.; TURK, D. Lysosomal cysteine proteases: facts and
opportunities. The EMBO Journal, v. 20, n. 17, p. 4629-4633, Sept. 2001.

UMEZAWA, H.; AOYAGI, T.; SUDA, H.; HAMADA, M.; TAKEUCHI, T. Bestatin,
an inhibitor of aminopeptidase B, produced by actinomycetes. The Journal of
Antibiotics, v. 29, n. 1, p. 97-99, Jan. 1976.

URBINA, J. A. Ergosterol biosynthesis and drug development for Chagas
disease. Memarias do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v.104, p. 311-

318, Jul. 2009. Suppl. 1.

URBINA, J. A. Chemotherapy of Chagas' disease: the how and the why.
Journal of Molecular Medicine, v. 77, n. 3, p. 332-338, Mar. 1999.

URBINA, J. A. Chemotherapy of Chagas’ disease. Current Pharmaceutical
Design, v. 8, n. 4, p. 287-295, 2002.

URBINA, J. A. Specific treatment of Chagas’ disease: current status and new
developments. Current Opinion in Infectious Diseases, v. 14, n. 6, p. 733-

741, Dec. 2001.

127



UVERSKY, V. N,; FINK, A. L. Conformational constraints for amyloid fibrillation:
the importance of being unfolded. Biochimica et Biophysica Acta, v. 1698, n.
2,p. 131-153 May 2004.

UVERSKY, V. N.; KARNOUP, A. S.; SEGEL, D. J.; SESHADRI, S.; DONIACH,

S.; FINK, A. L. Anion-induced folding of Staphylococcal nuclease:
characterization of multiple equilibrium partially folded intermediates. Journal of

Molecular Biology, v. 278, n. 4, p. 879-894, May 1998.

VANDER JAGT, D. L.; BAACK, B. R.; HUNSAKER, L. A. Purification and
characterization of an aminopeptidase from Plasmodium falciparum. Molecular

and Biochemical Parasitology, v. 10, n. 1, p. 45-54. Jan. 1984.

VIOTTI, R.; VIGLIANO, C.; ARMENTI, H.; SEGURA, E. Treatment of chronic
Chagas’ disease with benznidazole: clinical and serologic evolution of patients
with long-term follow-up. American Heart Journal, v. 127, n. 1, p. 151-162,
Jan. 1994.

VIOTTI, R.; VIGLIANO, C.; LOCOCO, B.; BERTOCCHI, G.; PETTI, M.;
ALVAREZ, M. G.; POSTAN, M; ARMENT]I, A. Long-term cardiac outcomes of
treating chronic Chagas disease with benznidazole versus no treatment: a
nonrandomized trial. Annals of Internal Medicine, v. 144, n. 10, p. 724-734,

May 2006.

WALDEN, H.; BELL, G. S.; RUSSELL, R. J. M.; SIEBERS, B.; HENSEL, R;

TAYLOR, G. L. J. Tiny TIM: a small, tetrameric, hyperthermostable
triosephosphate isomerase. Journal of Molecular Biology, v. 306, n. 4, p.

745-757, Mar. 2001.

WALKER, B.; LYNAS, J. F. Strategies for the inhibition of serine proteases.
Cellular and Molecular Life Sciences: CMLS, v. 58, n. 4, p. 596-624, Apr.
2001.

WALLING, L. L. L Leucyl aminopeptidase (plant). In: BARRETT, A. J.;
RAWLINGS, N. D.; WOESSNER, J. F. Handbook of Proteolytic Enzymes. 2

ed. San Diego: Elsevier/Academic Press, 2004, p. 901-904.

WANG, J.; MALDONADO, M. A. The ubiquitin-proteasome system and its role
ininflammatory and autoimmune diseases. Cellular & Molecular Immunology,

v. 3, n.4,p. 255-261, Aug. 2006.

128



WEAVER, L. H.; KESTER, W. R.; MATTHEWS, B. W. A crystallographic study
of the complex of phosphoramidon with thermolysin. A model for the presumed
catalytic transition state and for the binding of extended substances. Journal of

Molecular Biology, v. 114, n. 1, p. 119-132, July 1977.

WESTERMARK, P.; BENSON, M.D.; BUXBAUM, J.N.; COHEN, A.S;
FRANGIONE, B.; IKEDA, S.; MASTERS, C.L.; MERLINI, G.; SARANA, M.J.;
SIPE, J.D. Amyloid: toward terminology clarification: report from the
Nomenclature Committee of the International Society of Amyloidosis. Amyloid,
v.12, n. 1, p. 1-4, Mar. 2005.

WOOLWINE, S. C.; SPRINKLE, A. B.; WOZNIAK, D. J. Loss of Pseudomonas
aeruginosa PhpA aminopeptidase activity results inincreased transcription.
Journal of Bacteriology. v. 183, n. 15, p. 4674-4679, 2001.

WORLD HEALTH ORGAN BULL. Chagas: one hundred years later. v. 87, p.
491-492, 2009

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). TDR and product/drug discovery,
introduction, 2009. Disponivel em: < http://apps.who.int/tdr/svc/topics/product-
drug-development >, Acesso em: 13 de maio de 2009.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Chagas Disease. In: .
Tropical disease research: progress 2003-2004. Seventeenth programme
report of the UNICEF/UNDP/World Bank/WHO. Special Programme for
Research & Training in Tropical Diseases (TDR). Geneva, 2005. p. 31-33.
Disponivel em: <http://www.who.int/tdrold/publications/publications/prl7.htm>.
Acesso em: 20 jun. 2010.

YONG, V.; SCHMITZ, V.; VANNIER-SANTO, M. A.; DE LIMA, A.P;
LALMANACH, G.; JULIANO, L.; GAUTHIER, F.; SCHARFSTEIN, J. Altered
expression of cruzipain and a cathepsin B-like target in a Trypanosoma cruzi
cell line displaying resistance to synthetic inhibitors of cysteine-proteinases.
Molecular and Biochemical Parasitology, v. 109, n. 1, p. 47-59, June 2000.

YOSHIDA, N. Molecular basis of mammalian cell invasion by Trypanosoma
cruzi. Anais da Academia Brasileira de Ciéncias, Rio de Janeiro, v. 78, n. 1,
p.87-111, Mar. 2006.

YOSHIDA, N. Trypanosoma cruzi cell invasion mechanisms. In: TYLER, K. M.;
MILES, M. A. World Class Parasites: v. 7 American Trypanosomiasis. Boston:
Kluwer Academic Publishers, 2003. p. 69-79.

129



YUAN, L. D.; HUA, Z. C. Expression, purification, and characterization of a
biologically active bovine enterokinase catalytic subunit in Escherichia coli,
Protein Expression and Purification, v. 25, n. 2, p. 300-304, July 2002.

ZHOU, N. E.; ZHU, B. Y.; KAY, C. M.; HODGES, R. S. The two-stranded alpha-

helical coiled-coil is an ideal model for studying protein stability and subunit
interactions. Biopolymers, v. 32, n. 4, p. 419-426, Apr. 1992.

130



	Capa

	Resumo
	Abstract
	Lista de abreviaturas
	Sumário
	Introdução
	Doença de Chagas
	- Vias de transmissão
	- Desenvolvimento da doença
	- Diagnóstico da patologia
	- Tratamento da infecção
	- Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

	Peptidases
	- Serino-peptidases (EC 3.4.21)
	- Cisteíno-peptidases (EC 3.4.22)
	- Aspártico-peptidases (EC 3.4.23)
	- Metalo-peptidases (EC 3.4.24)
	- Treonino-peptidases (EC 3.4.25)
	- Glutâmico-peptidases

	Aminopeptidases (EC 3.4.11)
	- Leucil-aminopeptidase (EC 3.4.11.1)
	- Aminopeptidases termofílicas

	Peptidases de Trypanosoma cruzi
	- Cruzipaína (Cz)
	- Oligopeptidase B (OPB)
	- Prolil-oligopeptidase (POP-Tc80)
	- Catepsina B

	Proteases como alvo de drogas

	Justificativa
	Objetivo
	Atividades
	Nota técnica
	Materiais e Métodos
	Cultivo de Trypanosoma cruzi
	Amplificação dos genes da leucil aminopeptidase de Trypanosoma cruzi por PCR
	Clonagem dos genes amplificados nos vetores de expressão
	Análise filogenética
	Expressão das proteínas recombinantes
	Purificação das enzimas recombinantes LAPTc1 e LAPTc2
	- Prepação do extrato total e sonicação
	- Cromatografia de afinidade em coluna de níquel
	- Cromatografia de exclusão molecular em coluna de filtração em gel

	Eletroforese de amostras da LAPTc2 em gel de poliacrilamida
	- Eletroforese desnaturante (SDS-PAGE)
	- Eletroforese não-desnaturante (PAGE)

	Eletroforese para determinação de atividade enzimática em géis (zimograma)
	Determinação de atividade proteolítica
	- Influência do pH
	- Influência da temperatura
	- Termoestabilidade enzimática
	- Efeito de inibidores

	Determinação das velocidades de hidrólise de Leu-AMC em diferentes concentrações, e cálculos da constante de Michaelis-Menten (Km), velocidade máxima (Vmax), constante catalítica (kcat) e eficiência catalítica (kcat/Km)
	Produção de anticorpos em camundongos
	Immunoblot
	Imunocitolocalização

	Resultados
	Os produtos de PCR de laptc1 e laptc2 possuem tamanhos preditos
	Os fragmentos amplificados foram corretamente ligados ao vetor de clonagem
	Clonagem dos genes da LAP de T. cruzi em vetor de expressão
	Análise filogenética
	Expressão e purificação da leucil aminopeptidase recombinante de T. cruzi
	A estrutura oligomérica da LAPTc recombinante é sensível a SDS
	A leucil-aminopeptidase recombinante de T. cruzi possui atividade ótima em pH alcalino
	A rLAPTc é sensível a inibidores de metalo-peptidases e a agentes quelantes
	A estrutura oligomérica da rLAPTc é formada por um hexâmero
	Parâmetros cinéticos da rLAPTc hexamérica
	LAPTc recombinante é imunogênica em camundongo
	Imunocitolocalização da LAPTc

	Manuscrito
	The major leucyl aminopeptidase of Trypanosoma cruzi (LAPTc) assembles into a homohexamer and belongs to the M17 family of metallopeptidases
	INTRODUCTION
	EXPERIMENTAL PROCEDURES
	Parasites and preparation of enzyme extract
	Assay of peptidase activity
	LAPTc purification and electrophoretic analysis
	Identification of T. cruzi aminopeptidase by peptide mass fingerprinting
	Phylogenetic relationship of LAPTc with other LAPs
	Cloning and expression of the recombinant enzyme (rLAPTc)
	Molecular organization assay - analytical ultracentrifugation and light scattering
	Assay of optimal pH and temperature for activity and thermostability of LAPTc
	Inhibition pattern and cation dependence of LAPTc
	Analysis of expression and immunocytolocalization of LAPTc

	RESULTS
	T. cruzi enzyme extract mediates hydrolysis of the aminopeptidase substrate Leu-AMC
	Leucyl aminopeptidase is assembled into a homo-oligomer
	Mass spectrometry identification of the purified aminopeptidase
	LAPTc assembles into a hexamer
	Recombinant and native forms of LAPTc display distinct activity features
	LAPTc retains its oligomeric structure after losing activity
	LAPTc is a metalloaminopeptidase
	LAPTc is expressed as an oligomer and localizes inside vesicles

	DISCUSSION

	Discussão
	Conclusões
	Referências bibliográficas

