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Resumo 

Os patógenos dependem de atividades de peptidases para desempenhar 

muitos processos fisiológicos, tão bem quanto interagir com seus hospedeiros, 

destacando peptidases de parasitos como fatores de virulência e, então, 

potenciais alvos de drogas. O sequenciamento do genoma do cinetoplastídeo 

Trypanosoma cruzi, o agente etiológico da doença de Chagas, revelou 28 

genes que codificam aminopeptidases putativas, dentre as quais estão três 

metionina-aminopeptidases, duas aspártico-aminopeptidases, duas 

aminopeptidases sensíveis a puromicina e três leucil-aminopeptidases da 

família M17. Neste estudo, uma atividade leucil-aminopeptidolítica principal foi 

identificada em T. cruzi usando Leu-AMC como substrato. Ela foi isolada de 

formas epimastigotas do parasito por um procedimento cromatográfico de dois 

passos e associou-se com uma única proteína hexamérica de 320 kDa como 

determinado por experimentos de velocidade de sedimentação e de dispersão 

de luz. Ligações dissulfeto intercadeias não participam da organização 

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. 

Análises enzimáticas e moleculares indicaram que esta leucil-aminopeptidase 

de T. cruzi (LAPTc) pertence à família M17 de peptidases ou família da leucil-

aminopeptidase. LAPTc tem uma forte dependência de pH neutro, é mesofílica 

e conserva sua forma oligomérica até 80 °C. Ao contrário, sua forma 

recombinante produzida em E. coli, assim como outras LAPs, é termofílica e 

requer pH alcalino. A atividade desta metalo-aminopeptidase é inibida por 

bestatina e quelantes de metais tais como 1,10-fenantrolina, é restabelecida 

por Zn2+, e potencializada por Mn2+ ou Ca2+. A enzima é expressa por todas as 

formas do T. cruzi e localiza-se no interior de vesículas no citoplasma do 

parasito. Uma vez que vias de aminoácidos essenciais, incluindo leucina, estão 

desprovidas em T. cruzi, a LAPTc poderia ter uma função no suprimento 

nutricional. Além disso, a atividade da peptidase também poderia ter uma 

função no processamento de peptídeos e proteínas. Nós postulamos que a 

LAPTc poderia ser um alvo potencial para o desenvolvimento de novas drogas 

para tratar a infecção de T. cruzi.  
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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. cruzi 

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 Zn2+, and potentiated by 

Mn2+ or Ca2+. 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.
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Lista de abreviaturas 

 

°C  grau Celsius 

µg micrograma 
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kcat constante catalítica 
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L-6 célula muscular murina 

LAP Leucil-aminopeptidase 

LB meio de cultura Luria-Bertani 

LIT Liver Infusion Tryptose 

mg miligrama 

MHC complexo principal de histocompatibilidade 

min minuto 

mL mililitro 

mM milimolar 

NBT nitro-azul-tetrazólico 

ng nanograma 

nM nanomolar 

nm nanômetro 

N-terminal extremidade amino-terminal da cadeia polipeptídica 

OD densidade óptica 

ORF fase aberta de leitura 

PAGE eletroforese em gel de poliacrilamida 

PBS tampão fosfato 50 mM, NaCl 150 mM pH 7,2 

pCMB para-cloromercuriobenzoato 

PCR reação de polimerização em cadeia 

PDB banco de dados de proteína 
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rpm rotações por minuto 
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V volt 
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Asn Asparagina 

Asp Ácido aspártico 
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Glu Ácido glutâmico 
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Doença de Chagas 

A Doença de Chagas, ou Tripanossomíase Americana, é endêmica na 

América Latina. É causada pelo protozoário hemoflagelado Trypanosoma cruzi 

que é transmitido aos hospedeiros vertebrados por vetores triatomíneos 

conhecidos popularmente como barbeiros ou chupanças. Nas últimas décadas, 

medidas de controle da doença e combate aos vetores conseguiram reduzir o 

número de pessoas infectadas pelo T. cruzi em muitas áreas do Brasil, 

Argentina, Uruguai, Chile e outros países endêmicos, conforme dados da 

Organização Mundial de Saúde (WHO, 2005). No entanto, o parasito, que é 

nativo das Américas, permanece endêmico em várias outras regiões silvestres, 

alcançando áreas desde os EUA até a Patagônia (Kribs-Zaleta, 2010). Passado 

um século de sua descoberta pelo brasileiro Carlos Chagas (Chagas, 1909), a 

doença ainda é epidemiologicamente relevante, afetando uma população 

estimada que varia de 10 a 14 milhões de pessoas em 18 países no Continente 

Americano, predominantemente na América Latina, (Coura, 2007 e Dias, 2007, 

WHO, 2009). Há ainda dezenas de milhões de pessoas vivendo em áreas 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 

países como resultado da intensificação da atividade migratória (Schmunis, 

2007), demonstrando que a doença de Chagas representa um problema de 

saúde pública mundial e de grande importância sócio-econômica.  

 

- Vias de transmissão 

O T. cruzi pode ser transmitido ao hospedeiro humano por diferentes 

vias, mas a forma de transmissão mais comum é via vetorial, como acontece 

em 80-90% dos casos (Castro et alii, 2006). No entanto, a doença pode ser 

transmitida também por transfusão sanguínea, transmissão congênita vertical 

pela placenta e, mais recentemente relatado, via transmissão oral pela ingestão 

de alimentos contaminados como o suco de açaí e o caldo de cana (Cardoso et 

alii, 2006 e Dias, 2006). Outras formas de contaminação menos comuns são 

representadas por acidentes de laboratório, transplante de órgãos infectados e 

outras formas (Lana e Tafuri, 2005). Transmissões por transplante e por 

transfusão são preocupações de saúde pública em países não-endêmicos 
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como Austrália, Espanha, Canadá e EUA (Schmunis, 2007). O modo de 

infecção mais comum envolve o processo de alimentação do vetor triatomíneo, 

que se contamina ao sugar o sangue de animais hospedeiros infectados, tais 

como roedores, marsupiais, aves e até o homem. Os parasitos então passam a 

viver no intestino do inseto onde sofrem transformações e são liberados 

durante o repasto sanguíneo quando o inseto defeca no hospedeiro, podendo 

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

 

- Desenvolvimento da doença  

A doença de Chagas pode se desenvolver em três fases: aguda, 

indeterminada (latente) e crônica. A fase aguda da doença normalmente é 

assintomática, mas pode apresentar algumas manifestações como febre, mal-

estar e dor de cabeça. Esta fase é caracterizada por ser de curta duração (7 a 

30 dias) e ter uma grande quantidade de parasitos na corrente sanguínea, o 

que pode levar à morte do paciente. Quando a transmissão é de forma vetorial, 

no local da picada ocorre uma reação inflamatória e forma-se uma lesão 

volumosa na pele chamada de chagoma. Se a picada acontece na região dos 

olhos, a lesão é conhecida como sinal de Romaña e é caracterizada por um 

edema na pálpebra com congestão conjuntival e inflamação dos linfonodos. 

Sintomas como hepatomegalia, esplenomegalia, insuficiência cardíaca e 

meningo-encefalite podem ocorrer ocasionalmente nesta fase (Castro et alii, 

2006). Na grande maioria dos indivíduos infectados, os sintomas que aparecem 

durante a fase aguda da doença desaparecem naturalmente em um período de 

3 a 8 semanas (Bern et alii, 2007; Kirchhoff, 2009 e Rassi et alii, 2010).  

Os indivíduos que resistem à fase aguda evoluem para a fase 

indeterminada (Castro et alii, 2006), que pode ser assintomática ou sintomática, 

podendo manter a infecção de forma latente e sem sintomas por vários anos 

(Lana e Tafuri, 2005). Nesta fase da infecção pelo parasito, os indivíduos 

assintomáticos não apresentam evidências clínicas de doença no coração e no 

tubo digestivo (Junqueira Jr., 2002), tem eletrocardiograma normal, mas 

mostram exames sorológicos e parasitológicos positivos (Andrade, 1985). Ela 

acontece logo após a fase aguda e tem uma longa duração (10 a 30 anos) sem 

que o indivíduo infectado sinta os sintomas.  
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A fase crônica da infecção pode manifestar-se como cardíaca, digestiva 

ou ambas simultaneamente. Caracteriza-se por apresentar baixa parasitemia e 

ausência de febre. A forma cardíaca da fase crônica sintomática da doença 

manifesta uma grande quantidade de sintomas que acometem os pacientes, 

tais como cardiomegalia, espessamentos nodulares do epicárdio, dilatação das 

válvulas mitral e tricúspide, hipertrofia das paredes de átrios e ventrículos, 

miocardite, arritmias, insuficiência cardíaca e tromboembolismo (Lana e Tafuri, 

2005). Além disso, manifestações clínicas da doença podem se associar a 

lesões no sistema nervoso periférico. Na forma digestiva, as pessoas 

infectadas apresentam di latações permanentes de víscera e canais provocando 

sintomas como megaesôfago, megacólon, entre outros.  

Dos indivíduos acometidos pela doença que passam pela fase aguda, 

60-80% não desenvolvem os sintomas (fase indeterminada), enquanto os 20-

40% restantes desenvolvem os sintomas das formas cardíaca e/ou digestiva. 

Além disso, a doença avança diretamente da fase aguda para a fase crônica 

sintomática em cerca de 10% das pessoas infectadas (Bern et alii, 2007; Rassi 

et alii, 2010). Recentemente foi demonstrado que os minicírculos do DNA do 

cinetoplasto do parasito integram-se ao genoma da célula hospedeira, podendo 

refletir consequências nos mecanismos auto-imunes que acompanham a fase 

crônica doença de Chagas (Nitz et alii, 2004). As integrações das sequências 

de kDNA do parasito ao genoma do hospedeiro humano ocorre em elementos 

retrotransponíveis LINE-1 de vários cromossomos e estes eventos ocorrem de 

forma vertical. A transferência do material genético do T. cruzi para o genoma 

humano e sua subsequente herança indica uma mudança significativa no 

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

- Diagnóstico da patologia 

O diagnóstico da doença de Chagas atualmente é realizado por diversos 

métodos sorológicos ou parasitológicos (Kribs-Zaleta, 2010). Dentre os exames 

parasitológicos estão a hemocultura, o esfregaço e o xenodiagnóstico. Já os 

testes sorológicos são representados pela reação de hemaglutinação, ELISA e 

Imunofluorescência indireta para detectar anticorpos no soro. Um método 

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



 

5 

no sangue de pacientes por PCR vem sendo bastante aplicado para 

diagnosticar a doença. O nível de parasitemia é determinante para a escolha 

do método mais apropriado a ser empregado. Com isso, os exames são 

dependentes da fase em que o indivíduo infectado se encontra. Na fase aguda, 

os métodos parasitológicos como xenodiagnóstico e hemocultura, e os 

sorológicos, além do método molecular por PCR, são usados para detectar o 

parasito. Durante a fase crônica, os testes parasitológicos são úteis na 

detecção do T. cruzi, embora esses métodos sejam significantemente menos 

sensíveis que o teste molecular por PCR e os exames sorológicos para o 

diagnóstico durante a fase crônica. O nível de parasitemia baixo limita a 

sensibilidade do método por PCR; um resultado negativo não confirma um 

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

 

- Tratamento da infecção 

Atualmente, o tratamento da infecção pelo agente etiológico da doença 

de Chagas é considerado pouco eficaz, pois as drogas disponíveis são 

insatisfatórias devido aos efeitos tóxicos e a eficiência limitada (Urbina, 2002). 

O objetivo da sociedade científica mundial é estabelecer um tratamento 

satisfatório e não-invasivo aos indivíduos infectados pela doença, com o 

emprego de uma droga que não produza efeitos colaterais aos pacientes e 

combata exclusivamente o parasito, nas diferentes fases da doença.  

No entanto, existem dois compostos quimioterápicos principais 

disponíveis para o tratamento da infecção pelo T. cruzi, o Benzonidazol [N-

(benzil-2-nitro-imidazolacetamida)] da Rochagan®-Rodanil®-Roche e o 

Nifurtimox [4-(5-nitro-furilidenoamino-) tetrahidro-4-4-1, 4-tiazina-1-1-dióxido] da 

Lampit®-Bayer. Esses medicamentos, baseados em nitrofuranos, são indicados 

especialmente para os casos agudos visando reduzir ou erradicar a infecção, já 

que nesta fase os parasitos encontram-se em grande número e circulantes na 

corrente sanguínea dos infectados. A taxa de cura observada em pacientes 

após tratamento com essas drogas é de 50-70% durante a fase aguda e de no 

máximo 20% durante a fase crônica (Guedes et alii, 2006).  

Estudos realizados para analisar a tolerância e eficácia do nifurtimox e 

do benzonidazol em pacientes nas fases aguda e crônica da doença de 
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Chagas mostraram que ambos os medicamentos apresentaram efeitos 

colaterais significantes. O nifurtimox mostrou ter efeitos mais intensos e 

diversificados mesmo em concentrações mais baixas que a recomendada, 

enquanto que o benzonidazol mostrou ser mais eficaz e apenas em casos 

agudos da doença, sendo pouco satisfatório na fase crônica (Coura et alii, 1997 

e Guedes et alii, 2010).  No entanto, alguns estudos sugerem que o tratamento 

com benzonidazol poderia retardar a progressão das manifestações clínicas e 

funções cardíacas durante a fase crônica (Viotti et alii, 1994 e 2006; Fabbro de 

Suasnabar et alii, 2000). Ambas as drogas apresentaram efeitos colaterais 

significantes incluindo náuseas, vômitos, anorexia, perda de peso, 

polineuropatia, alergias cutâteas e dermatites (Suasnábar et alii, 2000; Rassi et 

alii, 1999; Urbina, 1999 e Cançado, 1980; citados em Guedes et alii, 2006), 

além de serem considerados drogas tóxicas e carcinogênicas (Teixeira et alii, 

1985 e 1990, citados em Coura et alii, 1997), já que a toxicidade das drogas 

atinge tanto o parasito quanto as células do hospedeiro mamífero (Docampo e 

Moreno, 1984 e Gorla et alii, 1989). Algumas linhagens de T. cruzi não 

respondem a esses tratamentos, mesmo na fase aguda da doença (Urbina, 

1999). Apesar da necessidade do tratamento ser prolongado (60 dias) para 

atingir sua eficácia, infelizmente os efeitos não esperados podem levar a sua 

interrupção por parte dos infectados (Coura e Castro, 2002 e Rassi et alii, 

2009).  

 

 

Figura 1. Estrutura molecular das drogas Nifurtimox e Benzonidazol, usadas para o 
tratamento da doença de Chagas. 
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Diante das limitações das drogas citadas acima, muitos estudos estão 

sendo conduzidos na tentativa de identificar e desenvolver novos agentes 

terapêuticos alternativos e potenciais para o tratamento da doença de Chagas 

(Urbina, 2009 e Guedes et alii, 2010). Com isso, o alvo das pesquisas está na 

bioquímica das vias metabólicas do parasito mais vulneráveis a ação de 

fármacos que minimize efeitos colaterais ao hospedeiro. Desta forma, as 

terapêuticas mais atuais envolvem o metabolismo das purinas (El Kouni, 2003), 

compostos de rutênio (Silva et alii, 2010), doadores de óxido nítrico (Guedes et 

alii, 2010) e o uso de derivados azólicos, como inibidores da biossíntese de 

esteróis (Urbina, 2009).   

Apesar da transmissão vetorial da doença estar controlada em algumas 

regiões endêmicas da América Latina, a ausência de tratamento satisfatório e a 

falta de vacina transformam a situação 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 o uso em 

humanos. Portanto, a identificação de novos alvos e o desenho de drogas 

promissoras são os maiores desafios para o tratamento da doença de Chagas 

(Silva et alii, 2010). 

O conhecimento produzido ainda não se reverteu de forma efetiva em 

avanços terapêuticos, como novos fármacos, métodos de diagnósticos e/ou 

vacinas, por exemplo, apontando a necessidade de institucionalizar 

mecanismos que levem os produtores a desenvolver pesquisas para o 

tratamento de doenças próprias da realidade sanitária dos países pobres. 

As doenças negligenciadas são um problema global de saúde pública, 

contudo, os centros de pesquisa e desenvolvimento (P&D) das indústrias 

farmacêuticas são quase sempre focados nas doenças globais, para as quais 

medicamentos podem ser produzidos e comercializados com geração de 

maiores lucros. Com baixo poder aquisitivo e sem influência política, os 

pacientes e sistemas de saúde de países subdesenvolvidos não conseguiriam 

gerar o retorno financeiro exigido pela maior parte das empresas que 

desenvolvem medicamentos (Moran et alii, 2009). Além disso, medicamentos 

atualmente disponíveis são de difícil acesso a alguns países menos 
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desenvolvidos e se observa uma crescente resistência da enfermidade com o 

seu uso na terapêutica (WHO, 2009). 

Entre 1975 e 2005, apenas 21 medicamentos foram registrados para 

doenças tropicais, nenhuma para doença de Chagas, constituindo estas, mais 

de 11% da carga global de doenças. Essa situação deve-se ao perfil do doente. 

A doença de Chagas é uma enfermidade “silenciosa” porque atinge pacientes 

de populações das áreas rurais, que não têm voz e têm muito pouca 

consciência de seu direito ao tratamento. Há aí uma negligência social e 

política por parte da indústria farmacêutica, dos governos e da mídia. A doença 

é silenciosa porque atinge uma população silenciosa. A epidemiologia é outro 

sinal do descaso, uma vez que todos os números da doença são baseados em 

estimativas. Segundo fontes oficiais, a ocorrência varia de 8 milhões a 14 

milhões de pessoas no mundo, essencialmente nos 21 países endêmicos 

latino-americanos, onde são estimadas 14 mil mortes por ano. Sabemos que 

muitas dessas mortes são notificadas como cardiopatias, não como resultado 

de Chagas. A forma mais comum é a morte súbita, ou seja, as pessoas nem 

sabem que têm a doença. E ainda há o risco de 100 milhões de pessoas 

contraírem a doença. Epidemiologicamente falando, há também um fato 

importante a ser considerado: atualmente, devido à crescente mobilidade das 

pessoas, encontramos casos nos Estados Unidos, Canadá, Austrália, Japão e 

Europa. Está havendo uma globalização da doença. O paradigma de que 

Chagas é um mal latino-americano está caindo. (Castilhos, 2009). Durante o 

mesmo período (1975 a 2005), para outras doenças foram registrados 1.535 

medicamentos (Leonardi et alii, 2006; DNDia, 2009). Vários centros de 

pesquisas e órgãos de saúde, como Instituto Pasteur (França); Instituto de 

Pesquisa Médica do Quênia; Ministério da saúde da Malásia; Médicos sem 

fronteiras (Internacional); Fundação Oswaldo Cruz (Brasil), Centro de 

Otimização de Candidatos a Medicamentos, Epichem (Austrália), Universidade 

de Murdoch (Austrália), Universidade Federal de Pernambuco (Brasil) e 

Universidade Federal de Ouro Preto (Brasil), se empenham, tanto para a 

melhora do tratamento atual, quanto para a criação de novos fármacos, com 

planos de ação para garantir que novos medicamentos sejam desenvolvidos e 

que os que já existem para o tratamento de doenças negligenciadas, em 
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especial a doença de Chagas, possam se tornar acessíveis à população 

(DNDib, 2009).  

Embora as perspectivas em relação à P&D de medicamentos para as 

doenças negligenciadas tenham melhorado a partir de 2003, as necessidades 

dos pacientes nos países em desenvolvimento ainda estão longe de serem 

atendidas. 

 

- Ciclo de vida do 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 metacíclicas em suas fezes e urina. 

A picada causa irritação local no homem que, ao coçar, espalha os dejetos 

depositados pelo inseto sobre o ferimento e/ou mucosas. Desta forma, os 

tripomastigotas metacíclicos presentes nas fezes penetram no hospedeiro, 

atingindo sua corrente sanguínea. As formas tripomastigotas circulantes 

invadem as células de tecidos do hospedeiro por meio de vários eventos 

moleculares da interação entre o parasito e a célula hospedeira, levando a uma 

mobilização intracelular de Ca2+ 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 divisões 

binárias e se transformam em tripomastigotas flagelados, que rompem as 

células e caem na corrente sanguínea do hospedeiro. As formas flageladas dos 

tripomastigotas são capazes de invadir diferentes células e propagar a infecção 

no corpo (Brener et alii, 2000). Livres na circulação do hospedeiro, os 

tripomastigotas podem começar um novo ciclo ao invadir células vizinhas 

(Burleigh e Woolsey, 2002) ou quando são sugados por triatomíneos que se 

alimentam do sangue contaminado. No aparelho digestivo dos insetos, os 

tripomastigotas diferenciam-se em formas epimastigotas replicativas e, em 

seguida, transformam-se em formas tripomastigotas metacíclicas infectantes, 

completando o ciclo.  
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Figura 2. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Fonte: ARGOLO et alii, 2008. 
Disponível 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 Comitê de Nomenclatura da União Internacional de Bioquímica e Biologia 

Molecular (IUBMB), são enzimas que catalisam a hidrólise de ligações 

peptídicas de proteínas e cadeias polipeptídicas (Turk, 2006).  

As enzimas proteolíticas estão presentes em todos os sistemas 

biológicos, desde vírus até os eucariotos superiores. Elas são essenciais para 

a homeostase celular e desempenham um papel fundamental na regulação de 

diversos processos biológicos como digestão, coagulação sanguínea, 

processamento hormonal, processamento de precursores relacionados à 

síntese de colágeno, renovação proteica, morte celular programada, e outros 

processos biológicos (Dickinson, 2002 e Chang et alii, 2007).  
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As peptidases são usadas em uma grande variedade de aplicações, 

principalmente na produção de detergentes e na indústria alimentícia. Visando 

desenvolver tecnologias que não agridem o meio ambiente, o uso das 

peptidases está sendo aplicado no tratamento de couro e em muitos processos 

de biorremediação. As peptidases também são usadas extensivamente na 

indústria farmacêutica para o desenvolvimento de medicamentos. As 

peptidases que são usadas na indústria alimentícia e na fabricação de 

detergentes são preparadas em grandes quantidades e usadas como 

preparações brutas, enquanto aquelas que são usadas na medicina são 

produzidas em pequenas quantidades e exigindo extensa purificação antes de 

serem utilizadas (Ráo et alii, 1998).  

De acordo com a localização da ação catalítica, as enzimas proteolíticas 

podem ser classificadas como exopeptidases ou endopeptidases (Hooper, 

2002 e Rawlings et alii, 2006). Contudo, existem peptidases que possuem tanto 

atividade exopeptídica quanto endopeptídica. As exopeptidases catalisam a 

clivagem de seus substratos a partir de sua porção 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 ligações peptídicas entre resíduos de aminoácidos 

internos de uma cadeia polipeptídica (Barrett e McDonald, 1986). Existem 

também as omega-peptidases, que não necessitam de um resíduo livre em N- 

ou C-terminal do substrato. Elas hidrolisam peptídeos ou dipeptídeos que são 

ligados por pontes isopeptídicas em ambas as extremidades (Rawlings et alii, 

2008). As peptidases também podem ser classificadas quanto às suas 

especificidades, seus mecanismos catalíticos e suas relações evolutivas 

(Barrett e Rawlings, 1991).  

Dois sistemas para a classificação das enzimas proteolíticas estão 

sendo usados: o sistema EC (Enzyme Commission) da IUBMB (International 

Union of Biochemistry and Molecular Biology) e o sistema MEROPS de famílias 

e clãs de peptidases (Barrett, 2001). No sistema EC, as enzimas estão 

divididas em seis classes: (1) Oxidoredutases, (2) Transferases, (3) Hidrolases, 

(4) Liases, (5) Isomerases e (6) ligases. As peptidases são classificadas como 

hidrolases e formam a subclasse 3.4 (Barrett, 2001). De acordo com o 

mecanismo catalítico, que está relacionado ao principal resíduo funcional do 
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grupo químico envolvido no processo de hidrólise, as endopeptidases podem 

ser descritas como aspártico-peptidases, cisteíno-peptidases ou treonina-

peptidases quando em geral agem intracelularmente e em pH ácido, 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 classificação. Os tipos 

das treonina-peptidases (Abadjieva et alii, 2000) e das glutâmico-peptidases 

(Fujinaga et alii, 2004) foram adicionados recentemente ao grupo, juntamente 

com o grupo de peptidases de processo catalítico desconhecido. O sistema EC 

está sendo considerado o principal tipo de classificação empregado e relaciona 

a especificidade do substrato com o mecanismo catalítico (Barrett e Rawlings, 

1991).    

O sistema MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk) de classificação 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 são identificadas, classificadas e distribuídas de forma 

hierárquica em clãs e famílias, baseado na relação evolutiva e na estrutura das 

enzimas (Rawlings et alii, 2009). Cada peptidase possui um código identificador 

que começa com uma letra indicadora do tipo catalítico da peptidase (A: 

aspártico, C: cisteíno, M: metalo, S: serino, T: treonino, U: desconhecido ou P: 

mais de um dos tipos T, C e S). O identificador do clã é complementado por 

uma segunda letra adicional, escrita em sequência (Ex: MF). O identificador da 

família é complementado por um número (Ex: M1). No banco de dados do 

MEROPS, o identificador de cada peptidase começa com o identificador da 

família e é completado com um número decimal (Ex: M08.001) (Barrett, 2001).  
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Figura 3. Esquema de classificação das peptidases. As caixas cinzas representam as 

classes e as caixas claras são exemplos das referidas classes. 

 

- Serino-peptidases (EC 3.4.21) 

A família das serino-peptidases, a mais estudada, é caracterizada por 

conter um resíduo de serina no sítio ativo de suas enzimas (Pham, 2006). O 

mecanismo catalítico das serino-peptidases inicia-se com o ataque nucleofílico 

de ligações peptídicas pelo resíduo de serina, formando um grupo éster como 

intermediário covalente. Resíduos de cisteína, treonina ou moléculas de água 

associadas a um aspartato também atacam como um nucleófilo no lugar da 

serina, assim como um resíduo de histidina pode aparecer como complemento 

deste processo. A tríade catalítica característica das serino-peptidases é 

formada pelas cadeias laterais dos resíduos de serina, histidina e aspartato. 

As maiores famílias desta classe são a S1, a S8 e a S9, representadas 

pela quimotripsina, subtilisina e prolil oligopeptidase, respectivamente. Elas 

apresentam atividade máxima em ambientes com pH entre neutro e levemente 
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alcalino e são inibidas por Diisopropilfluorofosfato (DFP). Muitas apresentam 

sensibilidade a Fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF), aprotinina, n-α-Tosil-L-Lisina 

clorometil cetona (TLCK) e n-α-Tosil-L-Fenilalanina clorometil cetona (TPCK) 

(Bond e Butler, 1987). A família S1 é formada por enzimas proteolíticas 

envolvidas nos processos digestivos de mamíferos, como a tripsina, a 

quimotripsina e a elastase. Outras enzimas que participam da cascata de 

coagulação sanguínea e do sistema complemento estão incluídas nesta família 

(Rawlings e Barrett, 1995). A família S8 é composta por enzimas bacterianas, 

como a subtilisina, e por peptidases relacionadas encontradas em fungos, 

plantas e animais (Rawlings e Barrett, 1995). Elas têm papel no processamento 

de peptídeos sinalizadores como os hormônios adrenocorticotrópicos humanos 

(Barrett e Rawlings, 1991). 

As serino-peptidases também participam de vários outros processos 

fisiológicos e patológicos. Por exemplo, o ativador de plasminogênio do tipo 

uroquinase (uPA) está envolvido em processos importantes como dissolução 

de coágulos sanguíneos, remodelamento da matriz extracelular, angiogênese, 

cicatrização de feridas, invasão de tumor e metástase (Walker e Lynas, 2001). 

O uPA participa da conversão do plasminogênio em plasmina, que é uma 

enzima que degrada fibrina e proteínas da matriz extracelular e da cartilagem 

(Jin et alii, 2003).  

 

- Cisteíno-peptidases (EC 3.4.22) 

As cisteíno-peptidases formam um grupo de enzimas que contém um 

resíduo de cisteína localizado no sítio ativo, que é composto normalmente pela 

tríade catalítica Cys-His-Asn. Em geral, elas estão localizadas no citossol e em 

compartimentos lisossomais de diversos tecidos de animais, plantas e 

microorganismos. Em células de mamíferos, as famílias das caspases e da 

calpaína localizam-se no citoplasma enquanto as famílias das catepsinas e da 

legumaína encontram-se alojadas em compartimentos lisossomais (Chang et 

alii, 2007). Em células de mamíferos, Apesar de exibir atividade 

endopeptidásica (Barrett et alii, 1998), algumas são classificadas como 

carboxipeptidases (Turk et alii, 2001).  
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Algumas famílias principais do grupo são de importância médica tais 

como: família C1 da papaína que está relacionada à osteoporose, respostas 

imunes e progressão e metástase do câncer; família C3 da picornaína que está 

envolvida na hepatite e na poliomielite; família C13 da legumaína que está 

associada com a apresentação de antígenos; família C14 das caspases que 

possuem papel crucial como mediadoras de apoptose; família C10 da 

streptopaína e C25 da gingipaína são importantes nas doenças infecciosas 

(McKerrow et alii, 1993 e 1999; Krepela, 2001; Barrett e Rawlings, 2001; 

Rawlings et alii, 2006). A papaína, pertencente à família C1, é a enzima mais 

estudada do grupo das cisteíno-peptidases. As calpaínas (família C2), enzimas 

dependentes de cálcio, apresentam estruturas altamente conservadas e são 

encontradas em animais vertebrados e invertebrados. Além disso, mostram alta 

homologia em sua região C-terminal com a família das calmodulinas em 

conseqüência da presença de um sítio de ligação ao cálcio, responsável pelo 

efeito do cálcio na atividade (Barrett e Rawlings, 1991).   

As cisteíno-peptidases possuem o sítio ativo composto por uma tríade 

catalítica, onde um intermediário covalente é formado após a ação de ativação 

do resíduo de cisteína por um resíduo de histidina em um nucleófilo (Dunn, 

2001). Essa classe de enzimas proteolíticas 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).  

 

- Aspártico-peptidases (EC 3.4.23) 

Esta classe é formada geralmente por enzimas extracelulares 

encontradas em grande parte em organismos eucariotos. Porém, elas também 

são encontradas em bactérias e vírus. As aspártico-peptidases apresentam 

melhor atividade em pH ácido o que nos leva a acreditar que os grupos 

carboxilas estão diretamente envolvidos no mecanismo catalítico. 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 é o caso da Catepsina E, e são 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 

digestão de proteínas e peptídeos localizados nos compartimentos ácidos dos 

lisossomos (Fusek e Vetvicka, 2005). A catepsina D também está envolvida no 

processamento de hormônios, neuropeptídeos e antígenos, funcionando como 

um alvo que permite modular doenças auto-imunes (Lkhider et alii, 2004; Fusek 

e Vetvicka, 2005 e Chapman, 2006). As aspártico-peptidases formam um grupo 

de enzimas que possuem o aparato catalítico composto por dois resíduos de 

ácido aspártico. Na pepsina, esses resíduos encontram-se nas posições Asp-

32 e Asp-215 (Dunn, 2001). As enzimas desta classe atuam sobre ligações 

peptídicas flanqueadas por resíduos de aminoácidos hidrofóbicos. O 

mecanismo catalítico das aspártico-peptidases durante a catálise da clivagem 

de ligações peptídicas é realizado sem o uso de ataques nucleofílicos por um 

grupo funcional das enzimas. Assim, uma molécula de água aparece 

fortemente ligada entre o par de resíduos de ácido aspártico (Hofmann et alii, 

1984).  

 

- Metalo-peptidases (EC 3.4.24) 

As metalo-peptidases formam a classe enzimática considerada a mais 

primitiva, que se caracteriza pela necessidade de um cátion divalente presente 

no sítio ativo das enzimas. Normalmente este íon é o zinco, mas outros íons 

metálicos como cobalto, magnésio, cálcio e níquel podem aparecer 

substituindo o zinco sem perder a atividade. O íon metálico divalente é usado 

para proporcionar uma forte atração eletrofílica que ajuda no ataque hidrolítico 

de uma molécula de água (Dunn, 2001). As famílias das metalo-peptidases 

estão agrupadas em diferentes clãs baseado na natureza do aminoácido que 

completa o sítio de ligação ao metal. O clã MA é composto pela sequência 

HEXXH-E e o clã MB corresponde ao motivo HEXXH-H (Rao et alii, 1998).   

Esta classe de enzimas dependentes de íons metálicos divalentes no 

mecanismo catalítico é encontrada amplamente em bactérias e eucariotos. Boa 

parte delas localiza-se no meio extracelular, mas são encontradas também no 
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citossol, em vesículas e também associadas a membranas. Elas apresentam 

uma grande diversidade de sequências e estruturas, e são sensíveis a agentes 

quelantes a íons 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 hemorrágicas 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, é o membro melhor caracterizado 

do clã MA. Nela, resíduos de histidina do motivo HEXXH funcionam como 

ligantes do zinco. Além disso, um resíduo de glutamato tem função catalítica 

sobre ligações peptídicas (Potempa e Pike, 2005). A termolisina é uma 

peptidase de 34 kDa muito estável, com meia-vida de 1 h a 80 °C. A 

colagenase, outra importante metalo-peptidase, tem ação muito específica 

atuando sobre colágeno e gelatina. Ela foi inicialmente encontrada na bactéria 

anaeróbica Clostridium hystolyticum como um componente de produtos tóxicos. 

Mais tarde ela foi encontrada sendo produzida pela bactéria aeróbica 

Achromobacter iophagus e outros organismos incluindo fungos. A elastase, 

produzida por Pseudomonas aeruginosa, é outro importante membro da família 

de metalo-peptidases neutras. As metalo-peptidases alcalinas produzidas por 

Pseudomonas aeruginosa e Serratia spp. são ativas em pH entre 7 e 9 e têm 

massas moleculares entre 48 e 60 kDa. As metalo-peptidases de matriz estão 

envolvidas na degradação da matriz extracelular durante a morfogênese de 

tecidos, diferenciação e cicatrização de feridas e pode ser útil no tratamento de 

doenças tais como câncer e artrite (Rao et alii, 1998). As aminopeptidases 

formam um amplo grupo dentro da classe das metalo-peptidases, 

apresentando funções importantes.  

 

- Treonino-peptidases (EC 3.4.25) 

O grupo das treonino-peptidases foi descrito em 1995 e é formado por 

poucas famílias. O mecanismo catalítico dos membros desta classe parece 

funcionar com um resíduo de treonina N-terminal participando como um 
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nucleófilo no ataque ao grupo carbonil da ligação peptídica. Esta classe de 

peptidases representa um elemento essencial na via ubiquitina-proteassoma, 

que é a principal cascata intracelular de degradação controlada de proteínas 

(Mitsiades et alii, 2006). As treonino-peptidases estão envolvidas em muitos 

processos celulares fundamentais, tais como progressão do ciclo celular, 

divisão celular, desenvolvimento, diferenciação e apoptose. Além disso, 

influencia modula respostas imunes e inflamatórias (Wang e Maldonado, 2006).  

Uma vez que o grupo é recente, pouco caracterizado e possui poucos 

integrantes, aguarda-se um maior aprofundamento no conhecimento das 

enzimas e inibidores (Lowe et alii, 1995). 

 

- Glutâmico-peptidases  

 Esta classe enzimática, recentemente descrita, é formada por apenas 

uma família. Seu mecanismo hidrolítico é único, com uma díade catalítica 

composta por um resíduo de glutamato e outro de glutamina, onde o glutamato 

ativa uma molécula de água nucleofílica enquanto a glutamina estabiliza um 

intermediário tetraédrico formado na via hidrolítica. Além disso, um resíduo de 

ácido aspártico também parece estar envolvido na atividade catalítica. 

(Fujinaga et alii, 2004). A atividade enzimática 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 são enzimas do tipo exopeptidases que removem 

resíduos de aminoácidos das extremidades N-terminais de proteínas e cadeias 

polipeptídicas. Essas exopeptidases são encontradas em animais, plantas e 

microorganismos, e podem apresentar diversas funções celulares tais como 

modulação da expressão gênica, hidrólise de peptídeos regulatórios, 

processamento de antígenos, maturação, renovação e modelamento de 

proteínas, degradação de proteínas mal-sintetizadas, entre outras (Bertin et alii, 

2005). Algumas aminopeptidases localizadas no retículo endoplasmático e no 
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citossol estão envolvidas no processamento e na geração de peptídeos 

antigênicos associados às moléculas de MHC classe I (Hattori e Tsujimoto, 

2004). Quanto à localização, a maior parte delas é 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 hidrólise de peptídeos e proteínas em aminoácidos livres. 

Atualmente, as aminopeptidases são consideradas como importantes 

alvos para o desenvolvimento de novas drogas, como evidenciado pela 

importância 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 vacinação de 

ovelhas com leucil aminopeptidases de Fasciola conferiu proteção contra 

fasciolase (Acosta et alii, 2008; Piacenza et alii, 1999). Em P. falciparum, elas 

atuam nos estágios terminais de degradação da hemoglobina, gerando 

aminoácidos essenciais para o crescimento e desenvolvimento do parasito 

(Skinner-Adams et alii, 2010). Em bactérias, as aminopeptidases 

desempenham um importante papel fisiológico de nutrição e renovação 

proteica, reciclando os resíduos de aminoácidos gerados pela ação de 

endopeptidases ou de proteassomas (Matsui et alii, 2006). Em vírus como o 

HIV, a leucil-aminopeptidase desempenha uma importante função na entrada 

do vírus na célula, exatamente no momento em que a infecção é estabelecida 

(Pulido-Cejudo et alii, 1997 e Beninga et alii, 1998).  Em helmintos, as leucil-

aminopeptidases são menos comumente caracterizadas, mas evidências 

suportam sua participação em processos cruciais no ciclo de vida dos vermes 

(McCarthy et alii, 2004, citado em Acosta et alii, 2008). 

As aminopeptidases estão sendo usadas como ferramentas moleculares 

no auxílio na determinação de sequências de proteínas, sejam como aditivos 

para ensaios de dois passos de endopeptidases, ou como agentes atuantes no 

processamento de proteínas recombinantes e produtos de fusão (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 hidrólise de ligações peptídicas tendo resíduos 

de leucina na porção amino-terminal de proteínas ou de substratos peptídicos 

(Rawlings e Barrett, 2004). Elas pertencem às famílias M1 e M17 de peptidases 

que são distintas em estrutura, mecanismo enzimático e funções biológicas. 

Quanto ao domínio catalítico, as LAPs de M1 e M17 se distinguem pela 

presença e ausência do motivo HEXXH de metalo-peptidase, respectivamente. 

Além disso, enquanto as LAPs M17 são homo-hexaméricas e se ligam a dois 

cátions divalentes, as LAPs M1 não são hexaméricas e se ligam a um único íon 

divalente.  As enzimas da família M1 pertencem ao clã MA(E) enquanto que as 

LAPs da família M17 pertencem ao clã MF de metalo-peptidases (Matsui et alii, 

2006). Em geral, as LAPs apresentam atividade máxima em pH neutro ou 

alcalino, são inibidas por bestatina e amastatina (Rawlings et alii, 2006), 

exibem temperatura variável para melhor atividade e necessitam de cátions 

divalentes (Matsui et alii, 2006). As LAPs M17 são formadas por monômeros 

(53-55 kDa) montados em enzimas homo-hexaméricas com altas temperaturas 

de funcionamento e pH ótimo alcalino (Colloms, 2004; Sträter e Lipscomb, 

2004; e Walling, 2004). A estrutura tridimensional da LAP bovina (1,6 Å) e da 

PepA de E. coli (2,5 Å) foram determinadas por cristalografia de raio-X e estes 

estudos forneceram conhecimentos importantes sobre os mecanismos 

catalíticos e a estrutura da usados pelas LAPs (Colloms, 2004 e Sträter e 

Lipscomb, 2004). 

As LAPs são formadas por homo-hexâmeros e possuem grande 

importância médica e biológica devido às suas funções essenciais na 

degradação de proteínas e no metabolismo de peptídeos 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 terciária revelou 

a presença de dois domínios e o sítio ativo localizado na porção C-terminal.  

Em mamíferos, a enzima é intracelular e tem um papel importante na 

degradação de produtos produzidos por proteinases no citossol. Além disso, a 

enzima participa da clivagem de peptídeos produzidos pelo proteassoma para 

a apresentação de antígenos via MHC I induzida por interferon gama (Beninga 
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et alii, 1998; Kloetzel e Ossendorp, 2004). Recentemente, sugeriu-se que a 

LAP animal está envolvida no status redox (Cappiello et alii, 2006). Em 

bactérias, a enzima também é intracelular e, assim como nos animais, ela não 

só atua em processos proteolíticos na porção N-terminal de proteínas e 

peptídeos, mas também apresenta funções secundárias atuando como 

repressores transcricionais (Behari et alii, 2001; Woolwine et alii, 2001), fatores 

de recombinação sítio-específico (Colloms, 2004) e receptores de toxinas para 

o transporte vesicular até a membrana (Matsui et alii, 2006). Em plantas, as 

LAPs estão localizadas nos cloroplastos e são sintetizadas com peptídeo sinal 

N-terminal. Elas são menos estudadas nos vegetais e suas funções estão 

sendo progressivamente melhores elucidadas nos últimos anos. A LAP M17 

vegetal melhor caracterizada é a de Solanum lycopersicum (Walling, 2004).  

Em Plasmodium spp., as LAPs da família M17 estão 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 resíduos 

de aminoácidos derivados do processo de degradação da hemoglobina pelas 

LAPs são essenciais para a nutrição e síntese de proteínas necessárias para o 

crescimento e desenvolvimento dos parasitos da malária (Lee et alii, 2010). 

Elas também participam do ciclo de vida do parasito e, além disso, estudos de 

inibição indicaram que elas são inibidas e o crescimento dos parasitos é 

interrompido, sugerindo que as LAPs são 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 termofílicas 

Este grupo de enzimas está incluído na família M29 das metalo-

peptidases. Muitas aminopeptidases termofílicas são leucil aminopeptidases, 

ou seja, enzimas que catalisam a hidrólise e liberação um aminoácido N-

terminal, preferencialmente leucina. A primeira aminopeptidase termoestável 

caracterizada foi de Bacillus stearothermophilus (Roncari e Zuber, 1969). A 

aminopeptidase de Thermus aquaticus, uma bactéria extremamente termofílica, 
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é bastante termo-estável, apresenta temperatura ótima acima de 70 °C e 

também pertence a este grupo (Motoshima et alii, 1990). Um exemplo 

importante deste grupo enzimático foi caracterizado em nosso laboratório, uma 

aminopeptidase termofílica de Borrelia burgdorferi, membro desta família. A 

enzima formada por homo-hexâmeros de 300 kDa montados por monômeros 

de 50 kDa, exibiu atividade dependente de sua forma oligomérica, com 

atividade máxima a 60 °C. Mostrou-se também ser dependente de zinco para 

funcionar e foi inibida por bestatina. Esta enzima termoestável pode estar 

envolvida no processo de suprimento de aminoácidos e/ou no processamento 

de proteínas e peptídeos (Bertin et alii, 2005).  

 

 

 

Figura 4. Estrutura tridimensional da Leucil aminopeptidase do cristalino bovino. 
O sítio ativo encontra-se posicionado na região central da estrutura homohexamérica. 
As esferas cinzas representam a ligação do inibidor amastatina. Resolução 2.4 Å 
(merops.sanger.ac.uk; PDB protein data bank).  

 

Peptidases de Trypanosoma cruzi 

Ao longo das últimas duas décadas, um melhor entendimento da 

biologia do T. cruzi tem permitido a identificação de muitos alvos para a 

quimioterapia da doença de Chagas. Agentes anti-chagásicos baseados em 
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vias bioquímicas metabólicas ou enzimas específicas do parasito, produtos 

naturais e seus derivados, assim como aqueles obtidos pelo desenho e síntese 

de compostos, foram recentemente revisados (Duschak e Couto, 2007). As 

peptidases possuem múltiplos papéis na patogênese da doença de Chagas 

fazendo delas alvos potenciais e atrativos para o desenvolvimento de novas 

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

 

- Cruzipaína (Cz) 

A cruzipaína, também conhecida como GP57/51 ou por cruzaína, é a 

mais abundante e melhor caracterizada cisteíno-peptidase do T. cruzi e 

pertence à superfamília da papaína (Cazzulo et alii, 1997 e 2001). A enzima é 

codificada por um grande número de genes localizados em sequência em 

vários cromossomos (Eakin et alii, 1992 e Campetella et alii, 1992). A Cz 

possui uma extensão C-terminal longa e altamente glicosilada (Aslund et alii, 

1991 e Parodi et alii, 1995). Esta glicoproteína é diferencialmente expressa em 

uma mistura de isoformas por diversas linhagens do T. cruzi, em todas os seus 

estágios de desenvolvimento, mostrando uma atividade significativamente mais 

alta nas formas epimastigotas quando comparada às 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 cisteíno-peptidases, a Cz é sintetizada como 

zimogênio que se torna ativo somente após a clivagem de um pró-domínio N-

terminal, gerando desta forma a enzima madura (Eakin et alii, 1992). Esta 

enzima possui três sítios potenciais de N-glicosilação, dois no domínio 

catalítico N-terminal e um no domínio antigênico C-terminal (Barboza et alii, 

2005).  

A Cz localiza-se essencialmente nos reservossomos das formas do 

parasito, mas também é encontrada na superfície celular de tripomastigotas, 

sugerido diferentes funções biológicas (Scharfstein et alii, 1986; Campetella et 

alii, 1990; Souto-Padron et alii, 1990). 

A Cz é necessária e essencial para a sobrevivência dos parasitos, para 

sua diferenciação celular, crescimento e desenvolvimento dentro da célula 

hospedeira (Cazzulo et alii, 2001; dos Reis et alii, 2006 e McKerrow et alii, 
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2006). Ela pode estar envolvida em mecanismos de defesa do parasito contra a 

resposta imune do hospedeiro por apresentar atividade endopeptídica e ser 

capaz de hidrolisar a porção Fc de IgGs (Bontempi e Cazzulo, 1990). Além 

disso, a Cz participa do processo de invasão e internalização do parasito nas 

células de mamíferos, como provado por estudos com inibidores específicos da 

enzima (Souto-Padron et alii, 1990), os quais interfem não só na invasão 

celular como também inibindo a replicação intracelular do T. cruzi (Meirelles et 

alii, 1992). 

A atividade da enzima é ótima em pH ácido e é inibida por E-64, TLCK, 

leupeptina e antipaína (Cazzulo et alii, 1989 e 1997; Bonaldo et alii, 1991). 

Inibidores da cruzipaína induzem a diminuição de sua expressão no parasito, 

resultando em uma redução sutil da metaciclogênese, mas sem interferir na 

capacidade de infecção de células mamíferas por tripomastigotas (Yong et alii, 

2000). A chagasina, uma proteína de 11 kDa expressa nas diferentes formas 

do T. cruzi, foi identificada e caracterizada como um inibidor endógeno de 

cisteíno-peptidases semelhantes à papaína (Monteiro et alii, 2001; Sanderson 

et alii, 2003).    

 

 

 

Figura 5. Estrutura terciária da cruzipaína. Resolução de 2,20 Å 
(merops.sanger.ac.uk; PDB protein data bank). 
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- Oligopeptidase B (OPB) 

A Oligopeptidase B, membro pertencente à família S9 das serino-

peptidases, foi inicialmente identificada e descrita como uma enzima citosólica 

de 80 kDa apresentando atividade máxima sobre o substrato fluorogênico N-

Cbz-Gly-Gly-Arg-AMC em pH 8,0 (Santana et alii, 1992). Esta enzima possui 

especificidade para clivagem hidrolítica de resíduos básicos e apresenta o 

domínio catalítico composto por um motivo αβ hidrolase e um domínio formado 

por sete folhas β (Polgár, 1997 e Gerczei et alii, 2000). A OPB de T. cruzi tem 

um papel central na invasão da célula hospedeira, mobilizando o fornecimento 

de Ca2+ intracelular em células de mamíferos e recrutando os lisossomos para 

o local de invasão do parasito (Burleigh et alii, 1997). Isso foi comprovado por 

estudos de deleção do gene que codifica a OPB, resultando em uma 

diminuição marcante da invasão das células hospedeira e do estabelecimento 

da infecção (Caler et alii, 1998). 

 

- Prolil-oligopeptidase (POP-Tc80) 

A POP-Tc80 é uma enzima da família S9 das serino-peptidases, 

apresenta atividade enzimática máxima em pH neutro e tem uma massa 

molecular de 80 kDa. Ela possui especificidade para o colágeno humano dos 

tipos I e IV e para o colágeno do tipo I em rato e foi identificada em extratos 

celulares de formas epimastigotas, amastigotas e tripomastigotas (Santana et 

alii, 1997 e Grellier et alii, 2001). Além disso, hidrolisa fibronectina e está 

envolvida na entrada das formas tripomastigotas nas células hospedeiras não-

fagocíticas de mamíferos. Portanto, esta enzima é considerada um importante 

fator de virulência 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 domínio α/β-hidrolase contendo a tríade catalítica Ser548-Asp631-

His667 e sete hélices β-propeller no domínio não catalítico. Análise de Docking 

sugere que o acesso da tripla hélice do colágeno ao sítio catalítico ocorre na 

vizinhança da interface entre os dois domínios (Bastos et alii, 2005). 
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Figura 6. Estrutura cristalográfica da prolil-oligopeptidase de T. cruzi. (Bastos et alii, 
2005). 

 

- Catepsina B 

A catepsina B lisossomal foi a primeira cisteíno-peptidase a ter sua 

estrutura cristalizada determinada (Musil et alii, 1991). Seu homólogo em T. 

cruzi tem massa molecular de 30 kDa, é sintetizada como zimogênios inativos 

em todas as formas do parasito (Garcia et alii, 1998), mostra atividade ótima 

em ambientes ácidos e geralmente é sensível a inibidores clássicos de 

cisteíno-peptidases.  

A catepsina B degrada matriz extracelular em condições patológicas 

(Buck et alii, 1992), incluindo o câncer (Chang et alii, 2007) e artrites 

reumatóides (Hashimoto et alii, 2001). Durante a progressão de tumores 

malignos, a catepsina B exibe aumentos em sua expressão gênica, atividade 

enzimática e mudanças na sua localização intracelular (Berquin e Sloane, 

1996; Fernandez et alii, 2001 e Podgorski e Sloane, 2003). A expressão da 

catepsina B, mesmo que em baixas concentrações 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). Níveis elevados da enzima 
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estão associados a uma sobrevida menor de pacientes com câncer de 

intestino, ovário e outros tipos de câncer, mostrando que a catepsina B 

contribui para o desenvolvimento do câncer e sua nocividade. Além disso, 

pacientes com câncer exibem níveis elevados de catepsina B e de outras 

cisteíno-peptidases na urina e no plasma, comparado ao de indivíduos 

saudáveis (Chang et alii, 2007). 

Ratos deficientes em catepsina B não demonstraram nenhuma evidência 

para um papel da enzima na apresentação de antígenos mediada por MHC-II, 

indicando que a catepsina B não está envolvida neste processo (Deussing et 

alii, 1998).  Mueller-Steiner e colaboradores (2006) mostraram que a catepsina 

B apresenta funções anti-amiloidogênicas e neuroprotetivas, pois degradam a 

proteína precursora β–amilóide, reduzindo os níveis dos peptídeos Aβ . 

Portanto, a enzima possui papel de defesa natural contra a doença de 

Alzheimer. 

 

 

 

 

Figura 7. Estrutura tridimensional da catepsina B de Bos taurus com a ligação do 
inibidor E-64 em seu sítio catalítico. Resolução de 2.29 Å (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 doença de 

Chagas tais como compostos nitrofuranos (nifurtimox) e nitroimidazólicos 

(benzonidazol) são parcialmente efetivos durante a fase aguda da infecção, 

mas são pouco efetivos no estágio crônico da doença. Além disso, em adição 

aos sérios efeitos colaterais, a resistência contra ambos os compostos leva a 

um aumento no número de falhas no tratamento (Urbina, 2002). Estes 

problemas, junto com a atual falta de vacinas, provocam a necessidade para o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas contra a doença de Chagas 

(Urbina, 2001 e Barrett et alii, 2003). Com isso, a elucidação dos mecanismos 

bioquímicos e moleculares da fisiologia e virulência do patógeno é essencial. 

Uma metalo-peptidase dependente de zinco, a GP63, é expressa em 

espécies de tripanossomas e Leishmania. Considerada a principal glicoproteína 

de superfície de Leishmania spp. é uma proteína ancorada a GPI 

(glicosilfosfatidilinositol) de 63 kDa conhecida também como leishmanolisina 

(Button et alii, 1993). A GP63 está envolvida na infectividade, na interação de 

Leishmania spp. com os receptores dos macrófagos do hospedeiro mamífero 

(Button et alii, 1991) e na sobrevivência intralisossomal (McGuire & Chang, 

1996). A estrutura cristalizada de GP63 de Leishmania major demonstrou que 

ela é composta por três domínios distintos: N-terminal, central e C-terminal. O 

domínio 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 

que a latência é mantida por obstrução do sítio ativo pela região pró da 

proteína, adjacente à região pré (pré-peptídeo) localizada na extremidade N-

terminal e, portanto, a clivagem dessa região regulatória resultaria na enzima 

ativa. Um sítio de adição à âncora GPI está presente na extremidade C-

terminal da GP63. Esses três domínios são clivados no lúmen do retículo 

endoplasmático durante o processamento da proteína (Ellis et alii, 2002). O 

processamento da região N-terminal da GP63 de Leishmania major foi 

demonstrado in vitro com a adição de HgCl2, resultando na ativação da enzima. 

Esse mecanismo parece ser homólogo ao de outras metalo-peptidases 

(MacDonald et alii, 1995). 
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A atividade metalo-peptidásica e genes gp63 homólogos foram identificados 

em T. brucei. Em T. cruzi, dois grupos foram caracterizados e nomeados como 

Tcgp63-I e Tcgp63-II. Ambos possuem as regiões pré e pró, o domínio 

catalítico HEXXH, muitas cisteínas e prolinas conservadas, características 

comuns às metalo-peptidases GP63. Os membros Tcgp63-I são proteínas de 

superfície ligadas à membrana por âncora GPI e apresentam atividade metalo-

peptidásica, além de serem expressos em todos os estágios do ciclo de vida de 

T. cruzi. Anticorpos Tcgp63-I específicos foram purificados e inibiram a 

infecção in vitro de células mamíferas (Cuevas et alii, 2003). 

Foram identificadas 425 sequências de nucleotídeos referentes à GP63 

da cepa CL Brener de T. cruzi, dentre eles 251 prováveis pseudogenes, 

mostrando que se trata de uma família de genes multicópia. Já em T. cruzi, 

foram identificados apenas 3 genes que codificam leucil-aminopeptidases. 

 O T. cruzi, assim como outros patógenos, apresenta muitas atividades 

proteolíticas (Cazzulo, 2002). As peptidases estão envolvidas em muitos 

aspectos da fisiologia de microorganismos e na interação patógeno-hospedeiro 

e, por isso, estão sendo atualmente consideradas como novos alvos de drogas 

e candidatas a vacinas para infecções causadas por parasitos (Bertin et alii, 

2005). Além disso, elas participam ativamente do mecanismo de infecção das 

células do hospedeiro mamífero pelo T. cruzi.    

 

Justificativa 

A doença de Chagas é endêmica em muitos países sendo responsável 

por 12 a 14 milhões de pessoas infectadas. Pelo menos 90 milhões encontram-

se em risco potencial de adquiri-la na América Latina. Os mecanismos 

patogênicos pelos quais o T. cruzi provoca uma variedade de quadros clínicos 

ainda são consideravelmente controversos. A hipótese da ativação de um 

processo auto-imune tem aspecto fundamental no entendimento da 

patogenicidade da doença de Chagas (Kierszenbaum, 1996). A origem desta 

teoria está baseada no achado de que os soros de pacientes chagásicos ou de 

animais de laboratório infectados pelo T. cruzi apresentam anticorpos que 

reconhecem antígenos do parasito e do tecido dos hospedeiros. 
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Apesar dos esforços para o desenvolvimento de drogas terapêuticas 

(Urbina, 2001), a doença de Chagas ainda não apresenta tratamento 

satisfatório. Agentes quimioterápicos atualmente em uso no tratamento das 

infecções pelo T. cruzi possuem baixos efeitos sobre os parasitas durante a 

fase crônica e, quando empregados para tratamento de infecções em 

humanos, apresentam graves efeitos colaterais como alta citotoxicidade. 
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Objetivo 

 
Este trabalho está inserido na linha de pesquisa de nosso grupo que 

trata de contribuir para a identificação de alvos potenciais para o 

desenvolvimento de novas drogas, visando a possibilidade de inovação do 

tratamento da infecção causada pelo parasito protozoário Trypanosoma cruzi, 

agente etiológico causador da doença de Chagas. 

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho consiste em determinar a 

expressão, purificação e caracterização bioquímica da leucil-aminopeptidase 

de T. cruzi, uma enzima que participa de diversos aspectos fisiológicos de 

diferentes sistemas biológicos. 

Com isso, esperamos que a enzima objeto deste estudo possa se tornar 

um promissor alvo para o desenvolvimento de fármacos quimioterápicos mais 

específicos no combate ao T. cruzi e, consequentemente, para o tratamento da 

doença de Chagas. 

 

Atividades 

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

expressar a proteína recombinante em sistema heterólogo E. coli; 

2. Purificar a enzima recombinante melhor expressa em E. coli; 

3. Caracterizar bioquimicamente a LAPTc recombinante purificada e 

determinar seus parâmetros cinéticos; 

4. Produzir anticorpos específicos contra a enzima purificada e determinar 

sua antigenicidade; 

5. Identificar a localização intracelular da LAPTc nas três formas do 

parasito por imunofluorescência; 

6. Comparar as propriedades cinéticas e bioquímicas da LAP recombinante 

com aquelas de sua forma nativa. 
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Nota técnica 

 

 Parte dos resultados mostrados neste trabalho compõem um capítulo da 

tese de doutorado de Glória Cadavid-Restrepo defendida no Programa de 

Pós-Graduação em Patologia Molecular – UnB, sob a orientação do Prof. 

Jaime Santana (Cinética de atividade e expressão da catepsina B e 

caracterização bioquímica de uma leucil aminopeptidase de Trypanosoma 

cruzi. Faculdade de Medicina, Universidade de Brasília, Brasília, 2005). Os 

resultados são: identificação, purificação e caracterização bioquímica da 

LAPTc. À época que o trabalho foi realizado, fui bolsista de iniciação 

científica com o Prof. Jaime Santana e trabalhei com a então discente 

Glória Cadavid-Restrepo na caracterização da LAPTc. Durante dois anos de 

minha iniciação científica, acompanhei colaborativamente em todos os 

experimentos relativos à LAPTc nativa. Neste contexto, o Prof. Jaime 

Santana me convidou para fazer o doutorado neste tema, em colaboração 

com o Prof. Carlos R. Félix, com o objetivo de aprofundar nosso 

conhecimento sobre essa enzima e, então, produzir um manuscrito que 

pudesse ser enviado para um bom periódico no exterior. Dessa forma, me 

engajei no projeto com os objetivos de clonar e expressar genes codantes 

para LAPs de T. cruzi, sendo que um deles é o da LAPTc. Assim, consegui 

clonar dois genes, mas apenas aquele da LAPTc foi expresso em E. coli. A 

seguir, fiz estudos comparativos de parâmetros cinéticos, de temperatura e 

pH, expressão e citolocalização da enzima nas diferentes formas do 

parasito. Também, meu trabalho no doutorado permitiu responder a 

pergunta sobre o grau de oligomerização da LAPTc, sem o qual seria difícil 

publicar bem o trabalho. Em conclusão, os dados obtidos permitiram 

escrever um manuscrito robusto que está submetido para publicação em 

periódico internacional. Isso explica o formato adotado neste trabalho que 

apresento ao Programa de Pós-Graduação em Patologia Molecular da UnB. 

Eu, meus orientadores e a Dra. Gloria Cadavid-Restrepo concluímos que 

essa é a melhor forma de apresentar a tese, pois garante uma sequência 

lógica de produção e discussão de dados referentes à LAPTc.  
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Cultivo de Trypanosoma cruzi 

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 µg/mL de 

gentamicina, a 28 °C sob agitação constante (Camargo, 1964). As formas 

tripomastigotas e amastigotas uti lizadas foram obtidas de culturas L-6 cedidas 

pelo Prof. Dr. Cezar Martins de Sá, pesquisador do Laboratório de 

Microbiologia da Universidade de Brasília. As formas foram purificadas como 

descrito por Bastos et alii, 2005.  

 

Amplificação dos genes da leucil aminopeptidase de Trypanosoma cruzi 
por PCR 

A partir de buscas no banco de dados do GenBank, os genes laptc1 

(EAN87580) e laptc2 (EAN97960) de T. cruzi, de 1755 bp e 1563 bp 

respectivamente, foram amplificados pela técnica de PCR (reação de 

polimerização em cadeia) a partir do DNA genômico extraído de formas 

epimastigotas de T. cruzi. Para isso, foram construídos e utilizados 

oligonucleotídeos sintéticos específicos, com sítios de restrição das enzimas 

NdeI e XhoI, para amplificar a fase aberta de leitura (ORF) dos genes. Os 

oligonucleotídeos utilizados foram: LAPTc1-NdeI-senso 5`-

TAGTGACATATGCTCAAGAAGGTCTCTT-3`, LAPTc1-XhoI-antisenso  5`-

TAGTGACTCGAGTTACTGCTTCCTCCTCCTT-3`, LAPTc2-NdeI-senso 5`- 

CTAGTGACATATGAACAGACCTCCTGCTACA-3` e LAPTc2-XhoI-antisenso 

5`-TAGTGACTCGAGTTATCGTAAATTACGAAGATATTCC-3`, destacando em 

sublinhado as sequências do sítio de restrição das enzimas NdeI no 

oligonucleotídeo senso e XhoI no anti-senso.  

Cada PCR foi realizada em um volume final de 50 µL contendo em suas 

fórmulas, em concentrações finais, 100 ng de DNA genômico, 2 mM MgCl2, 

200 µM dNTPs, 200 nM de cada oligonucleotídeo, 1,25 µL de Platinum® Taq 

DNA Polimerase High Fidelity (Invitrogen®) e tampão de reação diluído em 

água milli-Q q.s.p 50 µL. O programa no qual as reações foram submetidas foi 

adaptado para as condições dos oligonucleotídeos: desnaturação inicial a 94 
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°C por 3 min seguida por 30 ciclos de desnaturação a 94 °C por 30 s, 

anelamento a 56 °C por 30 s, extensão a 72 °C por 2 min. Por fim, as reações 

foram estendidas por mais 10 min a 72 °C.  

A mesma sequência correspondente à fase aberta de leitura (ORF) do 

gene laptc2 de 1563 pb foi amplificada nas mesmas condições descritas acima 

utilizando iniciadores sintéticos específicos para clonagem no vetor 

pFastBacTM1. Para este sistema, o gene será denominado de laptc2-bac. Os 

iniciadores sintetizados para este sistema foram: LAPTc2-BAC-BamHI-senso 

5`- GGATCCATGAACAGACCTCCTGCTACAG - 3` e LAPTc2-BAC-XhoI-

antisenso 3`- 

CTCGAGTTAATGATGATGATGATGATGATATCGTAAATTACGAAGATATTCC

A -5`, com a adição do sítio de restrição para as enzimas (sequências 

sublinhadas).  

  

Clonagem dos genes amplificados nos vetores de expressão 

Os produtos amplificados correspondentes aos genes laptc1 e laptc2 

foram clonados diretamente no vetor pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen®) gerando os 

clones pCR®2.1-TOPO®+laptc1 e pCR®2.1-TOPO®+laptc2, os quais foram 

transformados em células competentes de E. coli da linhagem DH5α. As 

amostras foram plaqueadas em meio LB sólido contendo ampicilina (50 µg/mL), 

IPTG (100 mM) e X-Gal (25 mg/mL) e incubadas durante a noite a 37 °C. As 

colônias brancas de cada placa foram coletadas e adicionadas em tubos 

contendo 1 mL de meio LB líquido e 50 µg/mL de ampicilina. As colônias foram 

crescidas a 37 °C sob agitação constante, durante a noite e uma alíquota de 

100 µL da cultura foi estocada a 4 °C. Os 900 µL restantes foram centrifugados 

por 5 min a 7000 rpm, o sobrenadante foi descartado e as células foram 

ressuspendidas em 70 µL de água milli-Q. Após adição de 80 µL de fenol-

clorofórmio (1:1), rápida homogeneização e nova centrifugação a 15000 rpm 

por 10 min, o DNA total dos possíveis clones foram extraídos. O perfil das 

amostras foi analisado em gel de agarose 0,8%, onde 10 µL da fase superior 

de cada amostra foram aplicados no gel. Aquelas que apresentaram plasmídeo 

com tamanho maior foram cultivadas a partir das alíquotas de 100 µL 
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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 

extraído por lise alcalina (PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit, Invitrogen®) e 

submetido à análise por PCR, nas mesmas condições utilizadas para a 

amplificação dos genes a partir do DNA genômico. Ao mesmo tempo, o 

material extraído foi digerido com as enzimas NdeI e XhoI (Invitrogen®), 

conforme instruções do fabricante, para a liberação 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 eluídas (illustra 

GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification kit, GE Healthcare). 

 Os genes laptc1 e laptc2 purificados foram ligados ao vetor de 

expressão pET-19b (Novagen) previamente linearizado nos sítios de clonagem 

das enzimas NdeI e XhoI. As ligações dos fragmentos de DNA ao vetor foram 

realizadas com a T4 DNA ligase (Invitrogen®), de acordo com as orientações 

do fabricante. Os produtos de ligação foram utilizados para transformar células 

competentes de E. coli da linhagem BL21(DE3), a qual é própria para a 

produção de proteínas recombinantes quando induzidas. As células 

submetidas ao processo de transformação foram plaqueadas em meio LB 

sólido com 100 µg/mL de ampicilina e crescidas a 37 °C durante a noite. As 

placas foram submetidas à varredura por meio da coleta e crescimento das 

colônias em LB líquido com ampicilina. O DNA total foi extraído por fenol-

clorofórmio, como descrito anteriormente, e as amostras foram analisadas em 

gel de agarose 0,8%. Os clones que apresentaram padrão plasmidial com 

tamanhos maiores que aqueles do controle (vetor pET-19b vazio) foram 

selecionados como positivos, contendo os clones transformantes pET-

19b+laptc1 e pET-19b+laptc2, e selecionados novamente em meio LB líquido 

com ampicilina. O DNA plasmidial dos mesmos foi extraído, como descrito 

anteriormente, e analisado por digestão com as enzimas NdeI e Xho I. 

Os clones também foram testados por amplificação com a técnica de 

PCR a partir do uso de iniciadores do promotor T7 e os respectivos 

oligonucleotídeos específicos de cada gene, sintetizados inicialmente para 

amplificar os genes do DNA genômico de T. cruzi. As análises de restrição 

enzimática e de PCR foram realizadas para verificar se os clones selecionados 

possuíam os insertos com tamanho esperado para os genes laptc1 e laptc2.   
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Amostras de 500 ng do DNA plasmidial dos clones pET-19b+laptc1 e 

pET-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 sequências. 

Simultaneamente, seguindo a estratégia de expressão pelo sistema 

baculovírus, o gene laptc2-bac amplificado foi clonado no vetor pGEM®-T 

(Promega) e posteriormente clonado no vetor de transferência pFastBacTM1. O 

clone pFastBac+laptc2-bac foi transformado em células E. coli DH10-BAC onde 

o gene foi inserido no genoma da bactéria por recombinação formando o 

bacmídeo recombinante que foi extraído e estocado a -20 °C.  

 

Análise filogenética  

 A partir de buscas por membros da família M17 no banco de dados de 

proteínas não redundantes (NR) do NCBI, as sequências deduzidas de 

aminoácidos das leucil aminopeptidases de T. cruzi clonadas (LAPTc1, número 

de acesso EAN87580.1, e LAPTc2, número de acesso EAN97960.1) foram 

alinhadas com as sequências de aminopeptidases de Trypanosoma brucei 

(números de acesso EAN79621.1 e AAX70152.1), T. cruzi (número de acesso 

EAN99056.1), Leishmania major (números de acesso CAJ02694.1, 

CAJ06706.1 e AAL16097.1), Leishmania braziliensis (número de acesso 

CAM36610.1), Leishmania amazonensis (número de acesso AAL16095.1), 

Leishmania donovani (número de acesso AAL16096.1), Homo sapiens (número 

de acesso AAD17527.1), Pan troglodytes (número de acesso 

XP_001162589.1), Mus musculus (número de acesso NP_077754.2), Rattus 

norvegicus (número de acesso NP_001011910.1), Pseudomonas aeruginosa 

(número de acesso NP_252520.1), Haemophilus influenzae (número de acesso 

ZP_01789367.1), Escherichia coli (número de acesso YP_672349.1), Vibrio 

cholerae (número de acesso YP_001217999.1), Mycobacterium leprae (número 

de acesso CAC31245.1), Mycobacterium tuberculosis (número de acesso 

NP_216729.1), Arabidopsis thaliana (número de acesso NP_194821.1), Vitis 

vinifera (número de acesso CAN66364.1), Oryza sativa (número de acesso 

NP_001066684.1), Solanum lycopersicum (número de acesso CAA69614.1), 
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Plasmodium vivax (número de acesso XP_001615930.1), Plasmodium 

falciparum (número de acesso XP_001348613.1), Plasmodium yoelii (número 

de acesso EAA21300.1) e Plasmodium chabaudi (número de acesso 

XP_744254.1) utilizando o programa ClustalX versão 2.0 (Larkin et alii, 2007).  

A matriz resultante foi realizada na suíte de aplicativos PHYLIP pelo método 

bootstrap Neighbor-Joining (Saitou e Nei, 1987) por meio do algoritmo 

NEIGHBOR. As informações da árvore filogenética foram visualizadas com o 

programa MEGA 3 - Molecular Evolutionary Genetic Analysis (Kumar et alii, 

2004). 

 

Expressão das proteínas recombinantes 

Os clones positivos contendo os plasmídeos recombinantes, pET-

19b+laptc1 e pET-19b+laptc2, foram cultivados para expressão das proteínas 

recombinantes LAPTc1 e LAPTc2 fusionadas à cauda de histidina. Células 

BL21(DE3) foram transformadas por choque térmico com os clones e 

plaqueadas em meio LB sólido com ampicilina. Uma colônia positiva de cada 

placa foi crescida em meio LB líquido com ampicilina sob agitação constante de 

200 rpm a 37 °C. As induções foram feitas com 1 mM de IPTG quando o 

crescimento das culturas atingiam uma densidade óptica de 600 nm (OD600) 

entre 0,5 e 0,8 e foram realizadas em temperaturas entre 20 e 37 °C, durante 

um período de tempo entre 5 e 15 h.  

O extrato total de bactérias de cada clone foi obtido após centrifugação 

da cultura, 10 min a 5000 rpm, e descarte dos sobrenadantes. Então, o 

sedimento de células correspondente foi ressuspenso em tampão de lise (Tris 

20 mM pH 7,9; NaCl 500 mM; 0,2% lisozima). A seguir, as células foram 

incubadas por 20 min a 37 °C e sonicadas para a lise de suas membranas e 

obtenção das proteínas solúveis e insolúveis. Os extratos foram centrifugados 

a 14.000 rpm por 10 min a 4 °C, e então as frações solúveis e insolúveis foram 

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

- Prepação do extrato total e sonicação  

Células E. coli a partir de volume de 100 mL de cultura previamente 

induzida por IPTG foram obtidas por centrifugação e ressuspendidas em 15 mL 

de tampão 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 sonicação, no gelo, com um processador ultra-sônico Vibra-Cell 

VC130 (Sonics). Os ciclos apresentavam duração total de 2 min, segmentados 

em pulsos de 5 s, com potência de 10 W. Um intervalo de 2 min era respeitado 

entre cada ciclo aplicado nas amostras, visando evitar o aquecimento da 

mesma e uma possível degradação das proteínas contidas do extrato total. O 

material foi centrifugado a 14.000 rpm por 10 min a 4 °C e a porção solúvel 

contendo a proteína recombinante foi designada de extrato total. 

 

- Cromatografia de afinidade em coluna de níquel 

O extrato total foi aplicado à coluna de níquel (0,5 mL de resina) com 

afinidade pela histidina (His Bind Purification Kit®, Novagen), previamente 

lavada com 3 volumes de água milli-Q, tratada com 5 volumes de NiSO4 

(Charge Buffer) e equi librada com 3 volumes de tampão de ligação (Binding 

Buffer – Tris-HCl 20 mM pH 7,9, NaCl 500 mM, imidazol 5 mM). Após a 

passagem da amostra, a coluna foi lavada com 10 volumes de tampão de 

afinidade e, em seguida, pela aplicação de 10 volumes de tampão de lavagem 

(Wash Buffer – Tris-HCl 20 mM pH 7,9, NaCl 500 mM, imidazol 100 mM). A 

enzima retida na coluna foi eluída com 4 volumes de tampão de eluição (Elute 

Buffer – Tris-HCl 20 mM pH 7,9, NaCl 500 mM, imidazol 400 mM) em frações 

de 0,5 mL e estocadas a 4 °C. Alíquotas de todos os passos da purificação 

foram coletadas e analisadas em SDS-PAGE.   

 

- Cromatografia de exclusão molecular em coluna de filtração em gel 

As proteínas eluídas da coluna de níquel com atividade sobre o 

substrato fluorogênico Leu-AMC foram submetidas à cromatografia de filtração 
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em gel. Uma alíquota de 200 μL do segundo volume eluído da coluna de níquel 

foi aplicada na coluna de filtração em gel Superdex-200 (GE Healthcare), 

previamente equilibrada com fase móvel (Tris-HCl 25 mM, NaCl 150 mM, pH 

8,0) filtrada e degaseificada, sob fluxo de 0,3 mL/min. Frações de 250 μL foram 

coletadas durante os 90 min de eluição. Cada alíquota foi coletada, estocada 

em gelo e submetida a teste de atividade sobre Leu-AMC. As alíquotas que 

apresentaram atividade enzimática foram concentradas, submetidas à análise 

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 separação das proteínas do extrato total, monitorar o 

padrão de migração da protease recombinante purificada bem como estimar 

sua massa molecular, as amostras foram submetidas à eletroforese em gel de 

poliacrilamida 8% contendo SDS-PAGE (Laemmli, 1970). O tampão de amostra 

utilizado foi composto por 0,1% ou 0,01% de SDS e 50 μM de β-

mercaptoetanol; as amostras foram aplicadas no gel com ou sem fervura 

prévia.  

Após eletroforese, os géis foram corados com azul de Coomassie para a 

visualização das bandas e estimativa da massa molecular da proteína 

utilizando-se de marcadores comerciais como referência (BenchMark Protein 

Ladder, Invitrogen; Dual Color, Bio-Rad; Kaleidoscope, Bio-Rad; SDS-6H 

(Sigma). 

 

- Eletroforese não-desnaturante (PAGE) 

Para investigar se a enzima sofria alguma alteração no seu padrão de 

migração em relação à eletroforese desnaturante, as amostras foram 

submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida em condições não-

desnaturantes. A eletroforese foi realizada sob as mesmas condições descritas 

acima, mas sem a adição de SDS no gel e nos tampões de corrida e amostra. 
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Eletroforese para determinação de atividade enzimática em géis 
(zimograma) 

As eletroforeses de géis destinados à zimograma foram realizadas a 4 

°C, sob voltagem constante de 100 V e sem fervura prévia das amostras. Após 

a corrida, os géis foram lavados quatro vezes por 15 min com tampão Tris-HCl 

25 mM pH 8,0 sob agitação lenta à temperatura ambiente. O gel foi incubado 

com Leu-AMC (concentração final de 20 µM) por até 30 min em temperatura 

ambiente (Santana et alii, 1992). O produto da atividade enzimática foi 

visualizado no gel sob incidência de luz UV. Após fotodocumentação do 

resultado, os géis foram lavados com água destilada e corados com azul de 

Coomassie. 

 

Determinação de atividade proteolítica  

Nesses experimentos, a velocidade de hidrólise do substrato Leu-AMC 

pela rLAPTc foi determinada pela leitura do aumento da fluorescência 

resultante da hidrólise do substrato. Todos os ensaios foram realizados em 

triplicatas. A leitura da intensidade de fluorescência foi lida utilizando placas de 

96 poços, e um espectrofluorímetro (Spectramax M2e - Molecular Devices), nos 

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

 

- Influência do pH 

Para determinar o pH ótimo de atividade enzimática da rLAPTc, a 

fluorescência foi medida após incubação de 0,5 μg da enzima purificada em 

100 μL de tampão HTE (Hepes 100 mM, Tris 50 mM, Etanolamina 50 mM) para 

a faixa de pH de 6,0 a 10,0. Após 10 min de incubação à temperatura 

ambiente, o substrato fluorogênico Leu-AMC foi adicionado e as velocidades 

das reações foram medidas pela leitura do aumento da fluorescência, conforme 

item anterior. 
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- Influência da temperatura  

A temperatura na qual a enzima apresenta atividade máxima foi 

determinada medindo-se a fluorescência resultante da hidrólise de AMC 

durante a incubação de 0,5 μg da enzima pura em 50 μL de tampão HTE pH 

8,0 contendo 20 μM de Leu-AMC. As misturas de reações foram incubadas 

durante 15 min em termociclador, nas temperaturas de 20, 30, 37, 40, 50, 60, 

70, 80 e 90 °C. Em seguida, as reações foram interrompidas com a adição de 

150 μL de etanol absoluto. A seguir, 100 μL das misturas de reação foram 

colocadas em placa de 96 poços e o cálculo das velocidades de reação foi 

realizado conforme descrito acima. 

 

- Termoestabilidade enzimática 

 A termoestabilidade da rLAPTc foi avaliada pela incubação de 0,5 μg da 

enzima purificada em 100 µL de tampão Tris 25 mM, pH 8,0 a 28, 37, 40, 50, 

60, 70, 80 °C por 15 ou 240 min. Em seguida, a reação de hidrólise do 

substrato fluorogênico Leu-AMC foi realizada a 60 °C. A oligomerização da 

enzima foi determinada por meio da incubação da enzima purificada por 15 min 

nas temperaturas já mencionadas e, em seguida, submetidas à SDS-PAGE 8% 

em condições redutoras.    

 

- Efeito de inibidores 

Os efeitos de inibidores de proteases e agentes quelantes sobre a 

atividade da rLAPTc foram testados utilizando uma mistura de reação contendo 

tampão de reação (Tris-HCl 25 mM, pH 8,0), substrato Leu-AMC 20 μM, 0,5 μg 

da enzima e o inibidor na concentração desejada. A enzima foi previamente 

incubada por 15 min com cada inibidor dissolvido no tampão de reação e as 

misturas de reação foram incubadas por 15 min à temperatura ambiente. Em 

seguida, o aumento da fluorescência resultante da hidrólise do substrato foi 

calculado conforme descrito nos itens anteriores. Os inibidores utilizados e 

suas respectivas concentrações foram 1,10-fenantrolina 5 mM, Bestatina 10 
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μM, EDTA 10 mM, PMSF 1 mM, E-64 10 μM, Pepstatina A 1 μM, Leupeptina 

100 μM e TPCK 100 μM. 

 

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)  

Para investigar o comportamento cinético da enzima, os valores de Vmax 

(velocidade máxima) e Km (constante de Michaelis-Menten) foram 

determinados por regressão hiperbólica. Após diluição seriada da enzima no 

sistema de reação, em concentrações crescentes do substrato (Jia et al., 

2010), a fluorescência foi lida conforme descrito acima. As concentrações 

utilizadas foram as necessárias para saturar os sítios ativos da enzima. Os 

testes foram realizados em triplicatas, onde 200 ng da enzima pura, após o 

segundo passo de purificação em coluna de filtração em gel, foram incubados 

em tampão Tris-HCl pH 8,0 em uma diluição seriada do substrato L-Leu-AMC 

em concentrações variando entre 2,5 e 500 µM. Os valores de Vmax e Km foram 

calculados com o auxílio do programa computacional GraFit 7.0 

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

valor de kcat foi calculado pela equação kcat=Vmax/[E]0, onde [E]0 representa a 

concentração ativa da enzima. 

 

Produção 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, diluídos em glicerol 1:2 e estocados a -20 °C. 

Cada animal foi imunizado via intra-dérmica com a proteína purificada. Os 

animais receberam três doses com 5 μg do antígeno por aplicação em 

intervalos de 15 dias, ajustando o volume final com solução salina. 

O primeiro desafio foi realizado na presença de adjuvante completo de 

Freud, o segundo na presença de adjuvante incompleto de Freud e o terceiro 

foi realizado sem a adição do adjuvante. Os soros foram coletados após 5 dias 

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

http://www.graphpad.com/prism�
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Immunoblot 

Extrato total de E. coli BL21(DE3) induzido foi separado em SDS-PAGE 

8% e as proteínas transferidas para membrana de nitrocelulose (Hybond-C 

Extra, Amersham). A membrana foi bloqueada por incubação em PBS-leite 5% 

por 1 h a temperatura ambiente ou durante toda a noite a 4 °C. A membrana 

bloqueada foi incubada por 2 h com o anti-soro anti-rLAPTc diluído 1:1000 em 

PBS-leite 1%. Após três lavagens de 5 min cada em PBS, a membrana foi 

incubada por 2 h com o anticorpo secundário anti-IgG de camundongo 

conjugado à fosfatase alcalina diluído 1:5000 em PBS-leite 1%. A membrana 

foi novamente lavada com PBS como descrito acima, incubada por 10 min no 

tampão de reação indicado pela fabricante contendo o substrato NBT/BCIP 

(Promega).  

 

Imunocitolocalização 

Para determinar a localização da protease nas diferentes formas do 

parasito, ensaios de imunofluorescência indireta foram realizados utilizando o 

anticorpo específico contra a LAPTc. Os parasitos foram coletados, lavados 

três vezes com PBS 1X, fixados em formaldeído 3,7% por 20 min e 

depositados sobre lâminas previamente tratadas com poli-lisina. A seguir, os 

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 

sítios inespecíficos dos parasitos foram bloqueados com PBS-leite 5% por 30 

min e incubados com o anticorpo primário anti-soro anti-LAPTc diluído 1:40  em 

PBS-leite 1% por 2 h em uma câmara úmida. Após 3 lavagens em PBS, as 

lâminas foram incubadas por 2 h com o anticorpo secundário anti-IgG de 

camundongo conjugado à Alexa 488 diluído 1:400 em PBS-leite 1%. Em 

seguida, as lâminas foram novamente lavadas 5 vezes com PBS, montadas 

com prolongador de efeito contendo DAPI e observadas em microscópio 

confocal Leica TCS SP5 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).  
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 Os produtos de PCR de laptc1 e laptc2 possuem tamanhos preditos 

Com o objetivo de clonar os genes laptc1 e laptc2, oligonucletídeos 

específicos foram empregados em reações de polimerização em cadeia tendo-

se DNA genômico total de T. cruzi como molde. Análise eletroforética revelou 

que os produtos obtidos possuem tamanhos esperados: 1,7 e 1,5 kb para 

laptc1 e laptc2, respectivamente (Figura 8A, linhas 1 e 2). A linha 3 mostra o 

produto de PCR obtido com oligonucleotídeos desenhados para posterior 

clonagem de laptc2 no sistema baculovírus (laptc2-bac). As bandas 

correspondentes aos produtos amplificados foram excisadas e eluídas do gel 

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

 

 
 
Figura 8. Análise por PCR e eluição a partir de gel de agarose mostrando os 
genes amplificados e purificados, respectivamente.  (A) fragmentos laptc1 (1), 
laptc2 (2) e laptc2-bac (3) amplificados nos tamanhos esperados a partir do material 
genômico de T. cruzi com os oligonucleotídeos específicos, sob as condições 
descritas em Materiais e Métodos. O marcador de tamanho molecular 1 kb plus DNA 
ladder foi usado como controle (M). (B) Análise da eluição 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 

laptc1 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 

ligação foram transformados em células competentes de E. coli DH5α e as 

A 
M    1       2      3 

1,7 kb 1,5 kb 

M    1    2    3 

1,7 kb 1,5 kb 

B 
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colônias brancas foram submetidas à triagem após extração dos plasmídeos 

por fenol-clorofórmio. Os plasmídeos foram digeridos com as enzimas 

adequadas e os produtos das reações foram submetidos à eletroforese em gel 

de agarose 0,8% (Figura 9). As colônias transformadas com pCR®2.1-

TOPO®+laptc1 (linhas 1 e 2), com pCR®2.1-TOPO®+laptc2 (linhas 3 e 4) e com 

pGEM®-T+laptc2-bac (linhas 5 e 6) resultaram em bandas no tamanho 

esperado para os clones, indicando a presença de plasmídeos negativos 

(linhas 1, 3 e 5) e positivos (linhas 2, 4 e 6) . As colônias positivas, as quais 

apresentaram as bandas com massas moleculares mais elevadas no gel da 

Figura 9A (linhas 2, 4 e 6), tiveram seus plasmídeos recombinantes re-

extraídos e purificados por lise alcalina. Em seguida, a ligação dos insertos 

laptc1 e laptc2 no vetor pCR®2.1-TOPO® e de laptc2-bac ao pGEM®-T foram 

confirmados por PCR com o uso dos oligonucleotídeos específicos de cada 

gene. Análise eletroforética em gel de agarose 0,8% mostrou o tamanho das 

bandas no tamanho esperado (Figura 9B).   

 

 
 

Figura 9. Padrão de migração dos plasmídeos extraídos por fenol-clorofórmio e 
confirmação dos clones recombinantes por PCR. (A) As colônias transformadas 
com os clones pCR®2.1-TOPO®+laptc1 (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 
plasmídeos foram extraídos por fenol-clorofórmio. Os clones positivos (linhas 2, 4 e 6) 
foram selecionados, crescidos novamente e seus plasmídeos foram re-extraídos por 
lise alcalina. Em seguida os plasmídeos purificados foram analisados por PCR 
utilizando os iniciadores específicos dos genes inseridos em cada clone e, então, 
visualizados em gel de agarose 0,8% (B). M representa o marcador de tamanho 
molecular; os insertos laptc1 (linha 1), laptc2 (linha 2) e laptc2-bac (linha 3) 
amplificados por PCR estão indicados. 

M  1   2   3  

1,7 kb 1,5 kb 

B A 
M     1    2     3      4    5    6  

5,4 kb 

3,9 kb 
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Análises de restrição foram realizadas para a liberação dos insertos. Os 

clones pCR®2.1-TOPO®+laptc1 e pCR®2.1-TOPO®+laptc2 foram submetidos à 

digestão com as enzimas de restrição NdeI e XhoI, utilizadas na síntese dos 

oligonucleotídeos, 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 XhoI resultando na liberação correta do inserto (dados não 

mostrados). Os fragmentos de 1,7 e 1,5 kb referentes aos insertos liberados do 

vetor de clonagem por digestão enzimática foram excisados, eluídos e 

purificados do gel de agarose. A seguir, os fragmentos purificados (Figura 10B) 

foram ligados no vetor de expressão pET-19b, no caso dos insertos laptc1 e 

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

transferência pFastBacTM1, no caso do inserto laptc2-bac (dados não 

mostrados).  

 

 

Figura 10. Digestão completa dos clones e eluição dos insertos liberados. (A) Os 
clones pCR®2.1-TOPO®+laptc1 (linha 1) e pCR®2.1-TOPO®+laptc2 (linha 2) foram 
totalmente digeridos com as enzimas NdeI e XhoI, liberando os insertos nos tamanhos 
corretos. (B) Os genes laptc1 (linha 1) e laptc2 (linha 2) foram eluídos e purificados 
das bandas excisadas do gel em A, mostrando os fragmentos purificados e prontos 
para a clonagem no vetor de expressão. M representa o marcador de tamanho 
molecular. 

 

Clonagem dos genes da LAP de T. cruzi em vetor de expressão 

Os fragmentos laptc1 e laptc2 liberados do vetor pCR®2.1-TOPO® por 

digestão dupla e purificados do gel foram corretamente ligados ao vetor de 

expressão pET-19b (Novagen) previamente digerido com as enzimas NdeI e 
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XhoI. As ligações foram confirmadas por uma triagem de plasmídeos extraídos 

por fenol-clorofórmio de colônias selecionadas (dados não mostrados).  

Os clones positivos em vetor de expressão 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 análise de restrição, mostrando os tamanhos 

moleculares do inserto e do vetor (Figura 11, linhas 4 e 5). O inserto laptc2-bac 

foi ligado ao vetor de transferência pFastBacTM1, o clone recombinante foi 

transformado em células E. coli DH10-BAC onde o gene foi inserido no genoma 

da bactéria formando o bacmídeo recombinante, que foi extraído e estocado a -

20 °C (dados não mostrados). 

 
 

 

Figura 11. Confirmação dos clones recombinantes pET-19b+laptc1 e pET-
19b+laptc2 por PCR e análise de restrição enzimática. (1) vetor pET-19b vazio 
(controle); (2) e (3) clones pET-19b+laptc1 e pET-19b+laptc2, respectivamente, 
linearizados com EcoRI, por possuírem um único sítio para esta enzima em seu mapa; 
(4) e (5) digestão completa dos clones pET-19b+laptc1 e pET-19b+laptc2, 
respectivamente, com NdeI e XhoI liberando completamente os insertos; (6) PCR 
utilizando como molde clone pET-19b+laptc1 e os oligonucleotídeos específicos para o 
gene laptc1 e iniciadores do plasmídeo; (7) PCR utilizando como molde clone pET-
19b+laptc2 e os oligonucleotídeos específicos para o gene laptc2 e iniciadores do 
vetor;  (8) e (9) eluição dos fragmentos laptc1 e laptc2 (controle), respectivamente; (M) 
marcador molecular 1 kb plus DNA ladder. 

 

 

M      1      2     3      4     5      6      7      8     9 

5,7 kb 

1,7 kb 

1,5 kb 



 

51 

Análise filogenética 

As sequências deduzidas das leucil-aminopeptidases clonadas foram 

comparadas com as enzimas de outros organismos. O alinhamento das 

sequências múltiplas de aminoácidos das LAPs de Trypanosoma cruzi 

(números de acesso EAN97960.1 e EAN87580.1), Trypanosoma brucei 

(números de acesso EAN79621.1 e AAX70152.1), Leishmania major (números 

de acesso CAJ02694.1 e AAL16097.1), Leishmania braziliensis (número de 

acesso CAM36610.1), Escherichia coli (número de acesso YP_672349.1), 

Arabidopsis thaliana (número de acesso NP_194821.1) e Homo sapiens 

(número de acesso AAD17527.1) revelou domínios conservados localizados na 

região C-terminal das sequências das enzimas alinhadas (Figura 12). A leucil-

aminopeptidase de T. cruzi (LAPTc2) pertence a família M17 de metalo-

peptidases, também conhecida como família das leucil-aminopeptidases. Além 

disso, ela compartilha uma identidade de 34 a 66% com sequências de outros 

membros da família M17. O alinhamento múltiplo das sequências peptídicas 

também revelou que a porção C-terminal é a região mais conservada nesta 

família, alcançando 72% de identidade e 83% de similaridade entre T. cruzi e T. 

brucei. A LAPTc2 possui o sítio catalítico (Lys299 e Arg373), destacado em 

vermelho, os resíduos de ligação a metal (Lys287, Asp292, Asp310, Asp369 e 

Glu371), mostrados em azul, e a assinatura NTDAEGRL, sublinhada no 

alinhamento, altamente conservados entre as sequências da família M17.  

Esses resultados foram reiterados por análises filogenéticas das 

sequências de aminoácidos, como mostra a árvore filogenética (Figura 13). É 

interessante notar que as sequências dos cinetoplastídeos estão divididos em 

dois clados definidos com um suporte de bootstrap muito forte. Um grupo de 

cinetoplastídeos é formado por sequências anotadas como aminopeptidases e 

o outro grupo tem sequências assinadas como leucil-aminopeptidases. A 

enzima LAPTc2, identificada na árvore pelo quadrado preenchido, está 

agrupada como uma aminopeptidase dentro do clado I de Kinetoplastida. Já a 

LAPTc1, destacada pelo círculo preenchido, encontra-se inserida no grupo das 

leucil-aminopeptidases, no clado II de Kinetoplastida.   
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Figura 12. Alinhamento múltiplo das sequências de aminoácidos da região C-
terminal de diferentes aminopeptidases. As sequências dos aminoácidos da porção 
C-terminal conservada das aminopeptidases foram alinhadas pelo programa ClustalX. 
Os aminácidos marcados em preto mostram pelo menos 60% de identidade e aqueles 
marcados em cinza mostram pelo menos 60% de similaridade. Os sítios de ligação a 
metal (caixas azuis), os sítios catalíticos (caixas vermelhas) e a assinatura 
NTDAEGRL (sublinhada) estão representados. As caixas verdes representam a 
LAPTc2 e as caixas amarelas mostram a LAPTc1. As sequências alinhadas foram: 
Trypanosoma cruzi (números de acesso EAN97960.1 e EAN87580.1), Trypanosoma 
brucei (números de acesso EAN79621.1 e AAX70152.1), Leishmania major (números 
de acesso CAJ02694.1 e AAL16097.1), Leishmania braziliensis (número de acesso 
CAM36610.1), Escherichia coli (número de acesso YP_672349.1), Arabidopsis 
thaliana (número de acesso NP_194821.1) e Homo sapiens (número de acesso 
AAD17527.1). 
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Figura 13. Relação filogenética das LAPs de T. cruzi com aminopeptidases de 
outros organismos. As 29 sequências completas das enzimas (listadas em Materiais 
e Métodos) foram derivadas do banco de dados de proteínas do NCBI (National 
Center for Biotechnology Information) após buscas por membros da família M17. As 
sequências peptídicas foram alinhadas pelo programa ClustalX e a árvore filogenética 
criada por homologia foi feita com a utilização do pacote MEGA após 1000 bootstraps, 
por meio do método Neighbor-joining. O círculo preenchido indica a enzima LAPTc1 e 
o quadrado indica a LAPTc2. A barra de escala representa 10% de substituição de 
aminoácido por sítio. 
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Expressão e purificação da leucil aminopeptidase recombinante de T. 
cruzi  

As duas leucil aminopeptidases de T. cruzi, rLAPTc1 e rLAPTc2, foram 

expressas em E. coli transformada com o plasmídeo pET-19b contendo o 

fragmento de DNA referente aos insertos (laptc1 e laptc2). Apesar de inúmeras 

tentativas com variação de concentração de IPTG e de temperatura, a enzima 

rLAPTc1 foi apenas parcialmente expressa por E. coli. Em adição, não 

conseguimos purificar a pequena quantidade de enzima expressa (dados não 

mostrados). Por isso, seu clone foi estocado em glicerol a -80 °C para posterior 

tentativa de estabelecimento de protocolo adequado. A indução da enzima 

LAPTc2 foi determinada e realizada com 1 mM de IPTG a 20 °C durante 15 h. 

A proteína recombinante foi produzida com cauda de histidina em sua região N-

terminal (Figura 14).  

A enzima rLAPTc2 expressa, chamada a partir daqui de rLAPTc, foi 

inicialmente purificada por cromatografia de afinidade em coluna de níquel de 

onde a enzima foi eluída com 400 mM de imidazol em alíquotas de 500 μL , 

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 frações fervidas (cabeça da seta), o que 

corresponde a sua forma monomérica (Figura 14, poços 2 e 11). Nas frações 

não-fervidas a proteína purificada apareceu com duas massas moleculares 

distintas; 55 kDa e com aproximadamente 220 kDa (seta), sendo que esta 

última refere-se à sua forma oligomérica (Figura 14, linhas 1 e 5 a 8). Em 

algumas preparações, uma banda com massa molecular superior àquela da 

banda principal aparecia no gel (asterisco).             
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Figura 14. Visualização após SDS-PAGE 8% da rLAPTc2 (rLAPTc) expressa e 
purificada por cromatografia de afinidade em coluna de níquel. (M) marcador de 
massa molecular; (1) amostra não-fervida do extrato total solúvel de bactérias 
induzidas; (2) amostra fervida do extrato total solúvel de bactérias induzidas; (3) fração 
não ligada; (4) fração coletada após passagem do tampão de ligação (imidazol 5 mM); 
(5) fração coletada após passagem do tampão de lavagem (imidazol 100 mM); (6) a 
(10) frações eluídas com tampão de eluição (imidazol 400 mM); (11) amostra número 
7 fervida. A seta e a cabeça 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 sensível a SDS 

 A estrutura da enzima purificada foi analisada em gel de poliacrilamida 

em condições não-desnaturantes, sem fervura prévia (Figura 15, linha 2). De 

modo diferente do que acontece na presença de 0,1% de SDS, após ser 

submetida a PAGE 8% a proteína manteve sua forma oligomérica totalmente 

intacta, sugerindo que o oligômero é bastante sensível ao SDS. Este resultado 

mostra que a forma recombinante da enzima apresenta uma sensibilidade 

muito alta a este detergente. Após a corrida, o gel foi corado com azul de 

Coomassie.  
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Figura 15. LAPTc recombinante é sensível ao SDS. (M) marcador de massa 
molecular BenchMarkTM Protein Ladder (Invitrogen). Análise 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 proteína purificada (indicada pelo asterisco) é sensível à 
presença de SDS. O gel foi corado com azul de Coomassie.  

 

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

A influência do pH na atividade da rLAPTc purificada foi determinada. 

Sua atividade enzimática foi avaliada em diferentes faixas de pH pela 

incubação da enzima purificada com 20 μM de substrato L eu-AMC, em tampão 

HTE durante 10 min à temperatura ambiente. A fluorescência liberada 

calculada mostrou que a atividade ótima da enzima ocorre em pH 8,0. Nos pHs 

7,5 e 9,0 a enzima perde 60% e 75% de sua atividade máxima registrada em 

pH 8,0, respectivamente (Figura 16). 
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Figura 16. Dependência de pH da atividade da rLAPTc. A quantidade de 500 ng da 
enzima purificada foi incubada com 20 μM do substrato Leu-AMC em 100 μL de 
tampão HTE. A atividade enzimática relativa foi medida conforme descrito em 
materiais e métodos. 

 

A rLAPTc é sensível a inibidores de metalo-peptidases e a agentes 
quelantes 

A atividade da enzima recombinante purificada sobre o substrato 

fluorogênico 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 μM de bestatina, respectivamente. 

EDTA diminuiu a atividade da rLAPTc a 7%, em uma concentração de 10 mM. 

Inibidores de outras classes de enzimas como PMSF, E-64, Pepstatina A, 

Leupeptina e TPCK não influenciaram na atividade proteolítica da rLAPTc. 

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

 

A estrutura oligomérica da rLAPTc é formada por um hexâmero 

 Para verificar e determinar a massa molecular da forma oligomérica da 

rLAPTc, as frações da enzima purificada eluídas no primeiro passo de 

purificação por cromatografia de afinidade em coluna de niquel foram 

concentradas e submetidas a cromatografia de exclusão molecular (FPLC), em 

coluna de gel filtração (Superdex-200), conforme descrito em materiais e 

métodos. O comportamento da proteína 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 enzimática, correspondendo à rLAPTc, sugerindo que a forma 

oligomérica da enzima recombinante seria formada por um hexâmero (Figura 

18).  
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Figura 18. Cromatografia de exclusão molecular da rLAPTc. Cromatograma 
mostrando o segundo passo de purificação da rLAPTc, estimando que a forma 
oligomérica da enzima se reúne em um hexâmero de 320 kDa, como observado no 
pico da fração número 23 (11,36 mL). O pico de 800 kDa da fração número 16 (8,15 
mL) sugere a formação de agregados protéicos. Linha preta, perfil cromatográfico; 
linha vermelha, atividade relativa das frações. 

 

Parâmetros cinéticos da rLAPTc hexamérica 

 A constante de Michaelis-Menten (Km) e a velocidade máxima (Vmax) da 

LAPTc2 purificada foi determinada pelo método de regressão hiperbólica no 

programa GraFit 7.0, usando Leu-AMC como substrato. A enzima apresentou 

Vmax de 7107,7 mURF/min e Km de 185.9 µM. Sua constante catalítica (kcat) e 

eficiência catalítica (kcat/Km) calculadas foram de 34,84 S-1 e 0,19 µM-1.S-1, 

respectivamente. A figura 19 ilustra a curva de Michaelis-Menten da rLAPTc. 
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Figura 19. Cinética enzimática da LAPTc2. A, Curva de Michaelis-Menten. O cálculo 
dos dados e a determinação das curvas foram feitas utilizando o programa Grafit 7 e 
GraphPad Prism 5. 

 

LAPTc recombinante é imunogênica em camundongo 

Para avaliar a imunogenicidade da rLAPTc, 5 μg da enzima purificada 

por cromatografia de afinidade em coluna de níquel foram aplicados em 

camundongos isogênicos com adjuvante completo de Freud. A coleta do soro 

dos animais imunizados foi realizada por punção cardíaca e os soros pré-imune 

e imune foram estocados a -20 °C na presença de glicerol 50%. A 

imunogenicidade da enzima foi testada por Western blot utilizando extrato total 

solúvel de bactéria como antígeno.  

O ensaio resultou na formação de duas bandas na fração não-fervida, 

sendo uma banda aproximada de 220 kDa referente ao oligômero e uma banda 

de 55 kDa referente ao monômero. A fração fervida mostrou uma única banda 

de 55 kDa esperada para a forma monomérica, indicando que a estrutura 

oligomérica da enzima é desfeita por fervura e, parte dela por influência do 

SDS. Os resultados obtidos nesse experimento determinam a presença de 

anticorpos específicos para a rLAPTc no soro dos camundongos imunizados 

(Figura 20). Esses resultados são iguais aos obtidos com anti-LAPTc. 
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Figura 20. Imunogenicidade da rLAPTc em camundongos. Extratos totais, não-
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. 

 

Imunocitolocalização da LAPTc 

Para determinar a localização intracelular da LAPTc no Trypanosoma 

cruzi, o soro específico contra a proteína nativa foi utilizado em ensaios de 

imunofluorescência indireta sobre todas as formas do parasito. O soro pré-

imune foi utilizado no controle do experimento. A figura mostrou marcação 

específica do soro anti-LAPTc em todas as formas do parasito. Nos 

epimastigotas, a LAPTc está localizada em vesículas espalhadas no citossol 

dos parasitos, especialmente em sua região posterior (Figura 21B). Já nas 

formas tripomastigotas, a enzima está localizada em vesículas maiores, 

indicando uma possível marcação 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 não mostrados). 
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Figura 21. Imunocitolocalização de LAPTc em T. cruzi. Análise de 
imunofluorescência 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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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 aminopeptidolytic 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 

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, 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-
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phenanthroline, is restored by Zn2+, and potentiated by Mn2+ or Ca2+. 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 developed 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, LAPs 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 (LAPTc), 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 × 107 cells/ml) in the log phase. The parasites were harvested by 

centrifugation (5,000 × 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 µM 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 × 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 µl of enzyme extract 

(2.5 µg of protein) or 30 ng of purified LAPTc, as specified, for 15 min at the desired 

temperature in 100 µl final volume of reaction buffer (25 mM Tris-HCl, pH 7.5) in the presence 

of 20 µM fluorogenic substrate. Enzymatic activity is expressed in mU/mg, where 1 U 

represents 1 mmol of released AMC/min. In-gel leucyl aminopeptidase activity of either 

enzyme extract (5 µg) or purified LAPTc (0.1 µg) 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 µM Leu-AMC. To determine 

kinetic parameters, the purified LAPTc was incubated in reaction buffer with variable Leu-

AMC concentrations (1 to 100 µM) 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 cat was calculated by the equation k cat = Vmax/[E]0, where [E]0 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-HCl pH 7.5, filtered through a 0.22 µm membrane and applied to 

a DEAE-Sepharose CL-6B (Sigma-Aldrich) column (5 cm × 1 cm), previously equilibrated with 

25 mM Tris-HCl, 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 ml/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 µl 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-HCl, 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-µl 

fraction was instantly stored on ice until enzyme activity assay, and the active ones were pooled 

and concentrated to 100 µl 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 µg) 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 BioTool 

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), CAN66364.1 (Vitis vinifera), NP_001066684.1 (Oryza sativa), 

CAA69614.1 (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). 

http://www.matrixscience.com/�
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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 (rLAPTc) 
According to the sequence of the gene encoding LAPTc (gene ID 

Tc00.1047053508799.240; www.tcruzidb.org/tcruzidb/home-ori.jsp), specific primers (forward 

primer 5  ̀ -CTAGTGACATATGAACAGACCTCCTGCTACA – 3’, NdeI site in bold, and 

reverse primer 5’ – TAGTGACTCGAGTTATCGTAAATTACGAAGATATTCC – 3’, XhoI 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 

NdeI and XhoI 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-HCl, 500 mM 

NaCl, 5 mM imidazole, 0.2% lysozyme, pH 7.9), submitted to sonication on ice and centrifuged 

at 15,000 × 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 rLAPTc, obtained after affinity chromatography, at 170, 56 and 10 µM 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 µl for the most concentrated sample or 420 µl 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, =0.728 ml/g, the solvent density, ρ= 1.00667 g/ml, and the solvent 

viscosity, η=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 

v

http://www.jphilo.mailway.com/�
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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 μl) at 170 µM (10 mg/ml) 

in 25 mM Tris-HCl, pH 7.5, 100 mM NaCl, 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 considering ∂n/∂c = 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-HCl 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 µl 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 µM 1,10-phenanthroline for 

30 min at room temperature. After extensive dialysis against reaction buffer at 4 °C, 20 µM 

Leu-AMC (final concentration) and AlCl3, CaCl2, FeCl2, CoCl2, MgCl2, MnCl2, or ZnCl2 (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 µg of the purified LAPTc 

emulsified in complete Freund ś adjuvant followed by two biweekly boosters with the enzyme 

in incomplete Freund ś 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 IgG 

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 IgG for 1 h. This was followed by 

washing and staining parasite DNAs with 5 µg/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 NaCl 

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. 
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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 (Lys299 and Arg373), metal 

binding residues (Lys287, Asp292, Asp310, Asp369 and Glu371) 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) 
Identified amino acid sequence 

Experimental dataa 
(in-gel digestion) 

T. cruzi aminopeptidase 
(in silico digestion) 

2,193.39 2,192.38 36KTHTAGLASTFVVILGTHAQLRE56 

2,749.63 2,748.62 36KTHTAGLASTFVVILGTHAQLREDALKE61 

1,764.03 1,763.02 62KELPFYCPAVAEAIQRV76 

3,011.58 3,010.57 182RLTVVFTPAPNPSPSELVVVATSTQLCQRL209 

2,437.36 2,436.35 210RLVDAPTNLLNTATFAEVAQSYAKE232 

1,742.99 1,741.98 310RDMGGAAAVFCGFLTAVRL326 

1,977.11 1,976.10 412RHAGIFVNDEEEELSFLKA428 

2,590.34 2,589.34 432RVSGETCFPVLYCPEYHVTEFRS452 

1,538.92 1,537.92 504KATGFGPALLMEYLRN517 

1,554.90 1,553.89 504KATGFGPALLMEYLRN517 
aMasses 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), rLAPTc 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 µM 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 (s20,w = 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-ρ )/(NA6πηRS). 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. 

  v 
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Fig. 3. LAPTc assembles into a hexamer. A, SEC-MALLS data obtained with 20 µl of 
rLAPTc at 10 mg/ml (170 µM). 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 µM (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   

Nº of subunits Elution 
volume 

(ml) 

Recovery 
mass fraction 

(%) 

Molecular 
mass (kDa) 

  Stoke 
radius 
(nm) 

Sedimentation 
coefficient (S) 

Molecular 
mass (kDa) 

 
8.5 8 1025 ND 19.5 ND  17.5(a)  

9 13 625 6.8 15.3 593  10.1(b)  

10 66 314 5.7 10.2 330  5.6(b)  

11.2 2 176 ND 5.1 ND  3(a)  

(a): from sec-MALLS; (b): from SEC-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, rLAPTc 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. Nevertheless, 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, rLAPTc 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 (Km) and maximal velocity (Vmax) of LAPTc were 

determined according to the hyperbolic regression method. The endogenous enzyme has a Km 

value of 12.0 ± 0.8 µM Leu-AMC and its calculated catalytic constant (k cat) and catalytic 

efficiency (k cat/Km) are 12.47 ± 1.2 S-1 and 1.04 ± 0.09 µM-1.S-1, respectively. Km, k cat and k cat/Km 
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values for rLAPTc are 185.9 ± 17.0 µM, 34.84 ± 2.9 S-1 and 0.19 ± 0.01 µM-1.S-1, in that order. 

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

 

 

 
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 

Temperature o f 
preincubation 

(°C) 

Enzymatic act ivity (% of control)a  

Preincubation for 
15 min 

Preincubation for 
240 min  

LAPTc 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 d ifferent temperatures, and then their activ ity on Leu-
AMC were measured at 37 or 60 °C, respectively. aControl 
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 µM 

bestatin, while 250 µM 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 Mn2+ or Ca2+, restored to 80% of the 

control by Zn2+ but not by Fe2+ and Mg2+. In contrast, assay in the presence of Al3+ or Co2+ 

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. Inh ibition pattern and cation dependence of LAPTc 

Inhibitor 
Enzimatic act ivity (% of control)a 

No cation Mn2+ Ca2+ Zn2+ Fe2+ Mg2+ Al3+ Co2+ 

10 mM EDTA  55 149 117 80 50 44 11 5 
250 µM 1,10-phenanthroline 17 135 115 47 18 20 5 4 

100 µM bestatin 3 NDb  ND ND ND ND ND ND 

2 mM PMSF 100 ND ND ND ND ND ND ND 
10 µM E-64 98 ND ND ND ND ND ND ND 

10 µM TLCK 97 ND ND ND ND ND ND ND 
1 mM leupeptin 99 ND ND ND ND ND ND ND 

200 µM pepstatin A 102 ND ND ND ND ND ND ND 
aLAPTc 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 µM Leu-AMC and 0.4 mM MnCl2, CaCl2, ZnCl2, FeCl2, MgCl2, A lCl3, or CoCl2. Results 
represent means from three independent experiments carried out in triplicate. Standard deviations were 
less than 10%.  
bND, not determined. 

 

LAPTc 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 LAPTc 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 (TAPBb) 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 TAPBb (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 II 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 TAPBb, 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 TAPBb. 

However, the three-dimensional structure of LAPTc seems to unfold at 60 °C, the optimal 

activity temperature of TAPBb. 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 são metalo-exopeptidases que catalisam preferencialmente a 

hidrólise de resíduos de leucina da extremidade amino-terminal de proteínas e 

peptídeos (Taylor, 1993). As LAPs são consideradas uma das mais importantes 

aminopeptidases citossólicas e já foram identificadas em inúmeros 

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 expressão e caracterização bioquímica 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 condições experimentais empregadas, obtivemos sucesso com apenas 

uma das leucil aminopeptidases clonadas, referente ao gene EAN97960 

(Tc00.1047053508799.240). A indução deste gene produziu a expressão da 

enzima alvo do trabalho de forma solúvel e ativa, LAPTc2, denominada de 

rLAPTc. A tentativa de expressão da LAPTc1 foi realizada em diferentes 

condições. A temperatura de indução foi testada na faixa de 20 a 37 °C, o 

tempo empregado foi de 3 a 16 h e a concentração de IPTG variou de 0,1 a 1,0 

mM. Todas as variações foram realizadas combinadas entre si, em inúmeras 

tentativas. Como não conseguimos prosseguir com a caracterização da enzima 

LAPTc1 devido à baixa produtividade durante sua expressão e do insucesso no 

estabelecimento de sua purificação 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 expressão e 

purificação de proteínas é complicado devido às diversas propriedades 

químicas das proteínas. A expressão heteróloga de proteínas fusionadas a 

uma cauda é uma estratégia bastante utilizada na produção de proteínas 

recombinantes (Terpe, 2003; Drewes e Bouwmeester, 2003). A purificação por 

afinidade de proteínas usando caudas fusionadas às suas sequências, tais 

como tioredoxina (TRX)2 (LaVallie et alii, 1993; Yuan e Hua, 2002), glutationa 

S-transferase (GST) (Nygren et alii, 1994; Sun et alii, 2005) e sequências de 

poli-histidina, que são clonadas e expressas como parte da proteína de 

interesse, permite purificações de muitas proteínas por cromatografias simples. 

Apesar de apresentar muitas vantagens como facilitar a purificação e detecção 

de proteínas, a presença dessas caudas de afinidade podem afetar 
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características importantes, interferir nas funções e alterar o comportamento 

das proteínas-alvo a serem estudadas (Bucher et alii, 2002; Smyth et alii, 2003; 

Chant et alii, 2005). A dificuldade de purificar a enzima LAPTc1 pode ser 

explicada pelo dobramento da mesma, deixando sua cauda de histidina de 

forma “escondida”, não permitindo que esta se ligue à matriz da coluna de 

afinidade. Uma alternativa para solucionar este problema seria a mudança da 

cauda de histidina para a outra extremidade da sequência da proteína. Isso 

poderia favorecer o dobramento correto da proteína, deixando sua cauda de 

histidina exposta. Além disso, poderíamos utilizar outro vetor de expressão 

para tentar a expressão da enzima LAPTc1. Outra hipótese para a dificuldade 

na expressão pode estar no sistema escolhido. Apesar de apresentar muitas 

vantagens, o uso de E. coli como hospedeiro pode causar baixo nível de 

expressão de muitas proteínas e a formação de agregados insolúveis inativos. 

Esses problemas podem aparecer devido à toxicidade dos produtos, a 

instabilidade do mRNA, a falta de modificações pós-traducionais, a saturação 

da maquinaria de dobramento das células e a deficiência de co-fatores (Idicula-

Thomas e Balaji, 2005; Rosano e Ceccarelli, 2009). Por esses motivos, uma 

sugestão seria a troca do sistema de expressão pelo sistema baculovírus ou 

Pichia pastoris (Lombardi et alii, 2010) como hospedeiro. Outra saída seria o 

emprego do sistema de expressão usando tripanossomatídeos como 

hospedeiro. O protozoário tripanossomatídeo Crithidia fasciculata, além de não 

ser patogênico aos humanos é facilmente cultivado em grandes quantidades e 

constitui um importante modelo para a expressão de proteínas. 

A tentativa de expressão de uma leucil aminopeptidase (LAPTc2-Bac) no 

sistema baculovírus também não foi alcançada com êxito. O gene foi clonado 

no vetor pFastBac sem dificuldades, formando o plasmídeo recombinante. No 

entanto, no passo seguinte, na transformação do plasmídeo em células 

competentes de E. coli DH10Bac para a formação do bacmídeo recombinante, 

encontramos alguns problemas. Os bacmídeos purificados foram transfectados 

por várias vezes em células de inseto para que a proteína fosse expressa, mas 

por motivos variados como contaminação durante o experimento retardaram os 

testes. Além disso, os bacmídeos não se formaram corretamente, o que 

impossibilitou obter a enzima com sucesso. Após estes problemas, a 

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

°C.  

A produção de soro anti-rLAPTc foi realizada em camundongos e os 

ensaios de Western blot mostraram a imunogenicidade e antigenicidade da 

enzima. No entanto, utilizamos o soro da LAPTc nativa, produzido em coelho, 

para sua detecção intracelular nos experimentos de imunofluorescência. 

Devido ao fato de terem sido produzidos em coelho, o rendimento e a 

quantidade dos anticorpos contra a forma nativa pesaram nesta decisão porque 

a imunocitolocalização 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 

marcação observada indica que a enzima está localizada em vesículas nas 

diferentes formas do parasito.  

Elas exibem diversas funções biológicas e fisiológicas seja pela 

degradação de peptídeos ou pela interação com sinalização dependente de 

peptídeos (Matsui et alii, 2006; Mizutani et alii, 2007). Algumas destas funções 

estão envolvidas na regulação metabólica, no controle do ciclo celular e na 

degradação seletiva de proteínas (Brownlees e Williams, 1993). Mudanças no 

padrão de expressão ou na função catalítica de LAPs resultam em ativação 

peptídica alterada, levando a mudanças na proliferação celular em tumor e 

angiogênese. As investigações sobre LAPs de organismos parasitos tais como 

Plasmodium, Leishmania e Trypanosoma mostram que estas enzimas estão 

envolvidas na regulação de aminoácidos livres (Knowles, 1993; Morty e 

Morehead, 2002; Stack et alii, 2007). Devido às suas importantes funções 

desempenhadas na biologia do parasito, muitas LAPs tem sido caracterizadas 

como fatores de virulência e, portanto, alvos de drogas e candidatos a vacinas 

(Stack et alii, 2007; Acosta et alii, 2008; Marcilla et alii, 2008) contra infecções 

parasitárias.  

 A LAP de Toxoplasma gondii (TgLAP) é expressa como um homo-

hexâmero e  localiza-se no citossol, o que sugere participação na hidrólise de 

peptídeos derivados da via de degradação de proteínas pelo proteassoma e/ou 

daqueles oriundos da degradação no vacúolo parasitóforo por endopeptidases. 

A atividade máxima da TgLAP foi registrada em pH levemente alcalino (pH 8,0) 

e a 37 °C. Além disso, sua atividade é marcadamente ativada pela adição de 
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cátions divalentes (Co+2 e Mn+2) em concentrações milimolares e inibida por 

bestatina (Jia et alii, 2010). Bestatina é um dipeptídeo originalmente isolado de 

filtrados de Streptomyces olivoretticuli e é conhecida como o inibidor das 

aminopeptidases M17 e M1 (Umezawa et alii, 1976). 

 Os resíduos de aminoácidos gerados durante a degradação da 

hemoglobina são essenciais para a síntese de proteínas necessária para o 

desenvolvimento e crescimento dos parasitos causadores da malária. Durante 

a fase intraeritrocítica do ciclo de vida nos humanos, eles adquirem resíduos de 

aminoácidos livres necessários para a síntese de suas proteínas da 

degradação de hemoglobina do hospedeiro. A via de degradação da 

hemoglobina tem sido bastante explorada e foi sugerido ser essencial para 

sobrevivência de Plasmodium spp. (Goldberg, 2005; Rosenthal, 2002). A 

hemoglobina, inicialmente, é degradada no vacúolo digestivo por 

endopeptidases, incluindo falcipaínas e plasmepsinas, gerando pequenos 

peptídeos. Em seguida, aminopeptidases transformam esses peptídeos em 

resíduos de aminoácidos livres (Skinner-Adams et alii, 2010).  

 Atividades leucil-aminopeptidolíticas têm 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 é uma LAP M17 que exibe atividade aminopeptidolítica 

comparável àquela encontrada nos extratos de P. falciparum, e que é essencial 

no processo de degradação 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 citossólica de P. falciparum mostrou ser 

máxima em pH neutro e levemente alcalino, aumentando consideravelmente 

quando incubada com íons metálicos 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 

quimioterápicos potenciais contra a malária (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 (PvLAP) foi recentemente 

estudada e ensaios de imunofluorescência, usando anticorpos específicos, 



 

95 

mostraram que a enzima localiza-se em compartimentos ácidos, como 

lisossomos e reservossomos. Apesar disso, o pH ótimo da PvLAP mostrou ser 

levemente alcalino (pH 8,5), sugerindo que a enzima não poderia funcionar 

eficientemente nos ambientes ácidos dos vacúolos digestivos. No entanto, é 

necessário observar que o pH ótimo muitas vezes influencia mais o substrato 

que a enzima. Estes resultados, juntamente com aqueles mostrados por 

imunofluorescência sugerem que a PvLAP encontra-se distribuída no citossol, 

onde ocorre a digestão dos pequenos peptídeos oriundos da degradação da 

hemoglobina. Em adição, a atividade da PvLAP aumentou bastante quando 

incubada com íons metálicos 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 merozoítas (Jia et alii, 2009). Sua atividade amidopeptidolítica ótima foi 

observada em pH levemente alcalino (pH 8,0), a 37 °C, sendo inibida por 

bestatina. A atividade da BgLAP é marcadamente aumentada pela incubação 

da enzima com Mn+2. No entanto, sua atividade também é aumentada na 

presença de outros cátions metálicos divalentes, tais como Ni+2 e Co+2. Estas 

informações foram semelhantes com as de outras aminopeptidases M17 como 

as de Leishmania (Morty e Morehead, 2002) e Plasmodium (Stack et alii, 2007). 

Na sequência de resíduos de aminoácidos da BgLAP, a superfície de contato 

entre os dois trímeros foi identificada pelo programa BLAST. Estes dados 

indicaram que a BgLAP nativa também poderia existir no parasito como homo-

hexâmeros (Jia et alii, 2009). As características bioquímicas das LAPs 

descritas acima coincidem com aquelas da LAPTc. Isto sugere que LAPs de T. 

cruzi poderiam desempenhar funções semelhantes àquelas das LAPs de 

outros parasitos. 

 A oligomerização de proteínas consiste de duas ou mais cadeias 

polipeptídicas associadas. Este mecanismo pode ser vantajoso do ponto de 

vista evolutivo das proteínas por diversos fatores, incluindo novas 

oportunidades para o controle funcional, tais como regulação alostérica e o 

estabelecimento de complexidade de alta ordem. Muitas proteínas primitivas 

podem ter sido homo-oligoméricas ou hetero-oligoméricas para suportar melhor 

suas funções, e então o estudo da natureza da oligomerização das proteínas 

pôde elucidar fatores dentro de uma perspectiva evolutiva (Ali e Imperiali, 
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2005). Por exemplo, a TAPBb é homo-hexamérica e termofílica apesar de B. 

burgdorferi viver a temperaturas amenas (Bertin et alii, 2005). 

 As proteínas oligoméricas caracterizam-se por serem compostas de 

subunidades múltiplas (cadeias polipeptídicas) que podem ser a mesma 

(homo-oligoméricas) ou diferentes (hetero-oligoméricas). Estudos recentes 

sugerem que 35% ou mais das proteínas de uma célula são oligoméricas e que 

a maioria delas é formada por homo-oligômeros (Goodsell e Olson, 2000). Uma 

média dos estados oligoméricos de proteínas celulares sugere a predominância 

de estados tetraméricos (Goodsell, 1991). A maioria das proteínas oligoméricas 

e essencialmente todas as homo-oligoméricas são simétricas (Goodsell e 

Olson, 2000). A LAPTc, assim como outras LAPs, organiza-se em homo-

hexâmeros. 

 A associação entre subunidades podem variar no tamanho e na 

duração. Muitas proteínas são encontradas somente, ou primariamente, no 

estado oligomérico. Essas proteínas geralmente têm dissociações constantes 

na ordem nanomolar (Nooren e Thornton, 2003a). Outras tem uma fraca 

tendência em associar-se na dependência de condições do meio, como 

concentração, pH e temperatura. Além disso, outras proteínas oligomerizam 

dinamicamente em resposta a estímulos, como alterações na hidrólise de 

nucleotídeos ou no estado de fosforilação. Tais mudanças podem ter efeito 

crítico sobre a afinidade entre as subunidades (Nooren e Thornton, 2003a,b).  

 Modelos de mini-proteínas, pequenos polipeptídeos que adotam uma 

estrutura estável e discreta em soluções aquosas, estão sendo extensivamente 

usados como modelos para o estudo de fatores chave de proteínas naturais, 

como determinantes termodinâmicos da estabilidade de proteínas (Zhou et alii, 

1992) e a introdução de funcionalidades catalíticas (Robertson et alii, 1994; 

Shogren-Knaak e Imperiali, 1999; Broo et alii, 1998; Allert et alii, 1998). Mini-

proteínas são ideais para o estudo de proteínas oligoméricas por serem 

sistemas simples e devido a seus tamanhos reduzidos, o que facilita estudos 

computacionais. 

 Características específicas da interface de uma proteína oligomérica 

dependem da natureza dessas interfaces e da duração das interações. 

Grandes interfaces oligoméricas estão frequentemente associadas com 

interações fortes. No entanto, uma interface oligomérica pequena pode 
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manifestar interações fracas ou fortes (Nooren e Thornton, 2003a).  Resíduos 

conservados, geralmente no centro de uma interface, são responsáveis pela 

maioria da energia de ligação de uma interação oligomérica. Esses resíduos 

são frequentemente polares e estão envolvidos por ligações de van der Waals 

e pontes de hidrogênio (Clackson e Wells, 1995; Bogan e Thorn, 1998; Hu et 

alii, 2000). Interações hidrofóbicas tem um papel importante na definição de 

interfaces de proteínas homo-oligoméricas. Em adição, pontes de hidrogênio e 

de sal também são importantes para a estabilização de interfaces oligoméricas. 

As mini-proteínas também estão sendo usadas para examinar os fatores gerais 

das interfaces de proteínas oligoméricas e seus mecanismos de dobramento. 

Portanto, o enovelamento de cada subunidade influi decisivamente na 

estabilidade e funcionalidade do oligômero. Isto poderia explicar a razão pela 

qual a LAPTc e a rLAPTc possuem características diferentes como temperatura 

ótima de atividade e parâmetros cinéticos. 

 Muitas proteínas co-existem em mais de um estado oligomérico (Rochet 

et alii, 2000; Liu e Eisenberg, 2002; Ali et alii, 2003) e proteínas estruturais, 

como a actina, podem sofrer polimerização (Rafelski e Theriot, 2004). Outras 

proteínas podem se polimerizar após sofrerem mudanças 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, não se pode descartar a possibilidade 

da existência de intermediários na dependência de condições fisiológicas, 

como, por exemplo, durante a diferenciação celular. 

 Existem muitas vantagens funcionais que podem ser conferidas pela 

oligomerização e que podem ter sido selecionadas durante a evolução 

(Goodsell e Olson, 1993; Nooren e Thornton, 2003a,b; Liu e Eisenberg, 2002). 

Dentre elas estão: a oligomerização pode conferir melhor função de suporte por 

ser uma estrutura mais complexa; proteínas oligoméricas podem ser reguladas 

alostericamente; proteínas maiores são mais resistentes à degradação e 

desnaturação. Por exemplo, o aumento no estado de oligomerização é uma 

das estratégias de estabilização de proteínas mais observada em organismos 

termofílicos (Walden et alii, 2001). 

 Parte da rLAPTc mostrou-se em estado de agregação. É interessante 

notar que o fenômeno de agregação de proteínas é um dos tópicos da ciência 
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moderna mais explorado atualmente e é reconhecida como um sério e 

intrigante problema biomédico e biotecnológico. A agregação de proteínas é 

considerada um fator causador, ou um sintoma associado, de uma grande 

quantidade de patologias humanas. Além disso, a agregação e precipitação de 

proteínas são conhecidas por atrapalhar e até impedir a produção de proteínas 

recombinantes, formando corpos de inclusão, e afetando a fabricação e 

estocagem de drogas proteicas. Os estudos atuais visam entender os 

mecanismos de agregação de proteínas em geral e suas peculiaridades. O 

intenso interesse neste problema está relacionado com a ligação entre a 

agregação de proteínas e várias doenças.  Muitas patologias humanas estão 

associadas com a conversão de cadeias polipeptídicas em estados solúveis em 

agregados fibrilares bem organizados (Selkoe, 2003; Uversky e Fink, 2004; 

Westermark et alii, 2005; Chiti e Dobson, 2006 e 2009). Estas patologias são 

conhecidas como doenças de deposição de proteínas que incluem condições 

neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson, Hungtington), amiloidoses 

sistêmicas e amiloidoses localizadas (diabetes tipo II) (Chiti e Dobson, 2009). 

 A agregação e oligomerização de proteínas pode ser agrupada em 3 

classes: naturais; indesejáveis na biologia (corpos de inclusão, depósito de 

proteínas em doenças conformacionais, agregados amorfos, fibrilas amilóides); 

e indesejáveis na biotecnologia (produção, purificação e estocagem de 

proteínas e drogas, precipitação dessas drogas durante os procedimentos). A 

agregação de proteínas é um fenômeno dispendioso, tanto na perspectiva de 

perdas biotecnológicas quanto nos custos para o tratamento das numerosas 

doenças humanas associadas com a deposição de proteínas. Foram descritos 

papéis negativos da agregação de proteínas (Oberg et alii, 1994). A agregação 

de intermediários parcialmente dobrados alteram o dobramento de IL-1β, 

levando ao acúmulo de corpos de inclusão e agregados (Oberg et alii, 1994). 

Por outro lado, existem casos onde a oligomerização (e algumas vezes a 

agregação) é produtiva e biologicamente importante. Exemplos dessas 

associações produtivas de proteínas incluem a formação de complexos 

oligoméricos estáveis (por exemplo, complexos transientes na sinalização e 

regulação) e de proteínas estruturais (Seshadri et alii, 2009).   

A auto-associação (agregação) de proteínas monoméricas globulares 

podem ser produtivas, gerando o dobramento das mesmas. Ou seja, a 
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agregação de intermediários parcialmente dobrados induzem a estruturas 

adicionais, podendo levar a agregados solúveis (oligômeros) contendo mais 

fatores semelhantes ao estado nativo. Foi mostrado que a SNase desdobrada 

em solução ácida (pH 2,5) pode ser transformada em um dos três estados 

intermediários parcialmente dobrados, dependendo da natureza e 

concentração dos ânions adicionados para neutralizar o efeito repulsivo da 

rede de cargas positivas na cadeia polipeptídica ácida desdobrada (Fink et alii, 

1993; Uversky et alii, 1998). Um comportamento semelhante também foi 

descrito para a apomioglobina (Fink et alii, 1998). É importante ressaltar que 

observamos agregação somente na forma recombinante da LAPTc. No 

entanto, apenas o experimento de Western blot não é suficiente para concluir 

que agregados desta proteína estejam ausentes em T. cruzi. 

Nossos dados mostram que formas de T. cruzi expressam a LAPTc 

homo-hexamérica que medeia atividade principal de remoção de resíduos de 

Leu a partir de proteínas e peptídeos nas condições experimentais 

empregadas. A compreensão da(s) função(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, então empregá-los em estudos de interação T. cruzi-célula hospedeira 

mamífera não fagocítica. 
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Os resultados obtidos com os ensaios experimentais empregados nos 

permitem concluir que: 

 

 Os genes de LAP laptc1 e laptc2 foram corretamente clonados para 

expressão heteróloga em sistema E. coli, com fase aberta de leitura de 

1755 e 1563 bp, respectivamente; o gene laptc2-bac foi clonado para 

expressão em sistema baculovírus; 

 

 A proteína recombinante rLAPTc, referente ao produto do gene laptc2, 

foi expressa solúvel e ativa como homo-hexâmero em E. coli; 

 

 Sua atividade leucil-aminopeptidolítica depende de sua forma 

hexamérica que é sensível ao SDS; 

 

 A enzima rLAPTc possui atividade ótima em pH 8,5 a 60 °C, o que a 

caracteriza como termofílica, ao contrário da sua forma nativa que é 

neutra e mesofílica; 

 

 O padrão de inibição indica que a LAPTc é uma metalo-peptidase; 

 

 A monomerização da rLAPTc em função da temperatura está bem 

correlacionada com a perda de sua atividade, enquanto que sua forma 

nativa mantém sua estrutura após perder a atividade; 

 

 A enzima é expressa como um hexâmero e localiza-se em vesículas 

citossólicas nas três formas do parasito. 
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