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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Carolina Conceicao Bottino Gruszkowski

Os métodos de diagndstico usados hoje para a Doenca de Chagas, embora simples e de baixo
custo, podem apresentar baixas sensibilidade e especificidade ou reagdes cruzadas com outros
patégenos. Da mesma forma, os medicamentos usados no tratamento apresentam Severos
efeitos colaterais. Dentre os varios alvos metabdlicos sugeridos, as proteases tém sido
apontadas como moléculas candidatas devido as suas particularidades. Recentemente o nosso
grupo identificou duas aspartil proteases em 7. cruzi: uma solivel (Cruzipsina-II) e outra
membranar (Cruzipsina-I); entretanto, suas fun¢des bioldgicas permaneceram desconhecidas.
Os nossos resultados demonstram, pela 1* vez, a existéncia de um complexo proteolitico
membranar em 7. cruzi com propriedades similares ao complexo y-secretase de outras células
eucaridticas. Usando ferramentas de bioinformética localizamos em banco de dados as
seqiiéncias primdrias de 3 das 4 proteinas do complexo (presenilina, nicastrina e Aph-1). Esta
informagdo foi importante para caracterizarmos através de sintese paralela de peptideos os
epitopos B lineares das 3 proteinas usando soros de pacientes. A presenilina apresentou 10
epitopos majoritarios, a nicastrina, 5 e a Aph-1, 10. Alguns epitopos foram selecionados por
vdrios critérios e anticorpos anti-peptideos obtidos em coelhos. O soro anti-peptideo PRE-2
de presenelina identificou por immunoblotting a banda de 48 kDa na fracio CZP-I como
sendo presenelina, enquanto o soro anti-peptideo NIC-1 de nicastrina apresentou também uma
marcacao na mesma posi¢do. A andlise por microscopia confocal em epimastigotas localizou
as proteinas predominantemente nas regides anterior ¢ mediana das células. Além disso, as
marcacdes mostraram-se mais fortes em células permeabilizadas, sugerindo a co-localiza¢ao
de ambas as proteinas nas membranas internas da célula. Um teste de ELISA empregando 4
peptideos sintéticos da presenilina e nicastrina de 7. cruzi apresentou sensibilidade e
especificidade de 71,59% e 70,53%, respectivamente. Utilizando a extrag¢do diferencial com
detergente e andlise por EGPA-SDS apés cromatografia de afinidade, confirmamos na cepa
CL Brener de T. cruzi o perfil de bandas presentes na cepa Y, de 240, 56, 48 e 34 kDa na
fracdo CZP-I (detergente) e 56, 52, 37 e 34 kDa na fracdo CZP-II (soluvel). Ensaios
enzimaticos usando o inibidor L-685,458 e moduladores alostéricos DAPT e Composto
XXI/E da presenilina humana sugeriram que aparentemente o sitio catalitico da presenilina de
T. cruzi possui uma constituicdo semelhante ao da presenilina humana, enquanto diferencas
significativas puderam ser observadas no sitio alostérico. O inibidor de sitio ativo L-685,458
foi capaz de inibir 100% da atividade enzimética em SuM, enquanto os moduladores DAPT e
Composto XXI/E ndo apresentaram uma inibi¢do significativa. Portanto, os nossos estudos
sugerem que devido as suas fun¢des enzimdticas e localizacd@o celular a presenilina do 7. cruzi
¢ um bom alvo quimioterap€utico e imunolégico.
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Gamma-secretase complex in Trypanosoma cruzi: basis for the development of new
specific diagnostic tests and new chemotherapeutic targets

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Carolina Conceicao Bottino Gruszkowski

The diagnostic methods used today for Chagas disease, although simple and unexpensive,
may present low sensitivity and specificity or cross-reactions with other pathogens. Likewise,
drugs used nowadays to treat Chagas disease show severe side effects. Among the various
metabolic targets suggested, proteases have been identified as candidate molecules due to its
particularities. Recently our group identified two aspartyl proteases in 7. cruzi: a soluble
(Cruzipsin-1I) and a membrane-bound (Cruzipsin-I); however, their biological functions
remained unknown. Our results demonstrate for the 1st time, the existence of a membrane
proteolytic complex in 7. cruzi with similar properties to the y-secretase complex of other
eukaryotic cells. Using bioinformatics tools, the primary sequences of three of four complex
proteins (presenilin, nicastrin and Aph-1) where localized at a protein database. This
information was important for parallel synthesis of peptides and the identification of linear
epitopes of proteins using sera from eight patients. Presenilin presented 10 major epitopes,
nicastrina, 5 and Aph-1, 10. Some epitopes were selected by different criteria and anti-peptide
sera were obtained in rabbits. Serum anti-peptide PRE-2 of presenelin identified by
immunoblotting a 48 kDa band in fraction CZP-I as presenelin, while the anti-peptide NIC-1
of nicastrin also presented a marking in the same position. Analysis by confocal microscopy
of epimastigotes localized the proteins mainly at anterior and middle portions of the cells. In
addition, the markings were found to be stronger in permeabilized cells, suggesting co-
localization of both proteins in the inner membranes of the cell. An ELISA employing four
synthetic peptides for T. cruzi presenilin and nicastrin presented sensitivity of 71.59% and
specificity and 70.53%. Using differential detergent extraction and analysis by SDS-PAGE
after affinity chromatography confirmed that the profile bands present in the strain CL Brener
were like those of strain Y: 240, 56, 48 and 34 kDa in fraction CZP-I (detergent), and 56, 52,
37 and 34 kDa in CZP-II fraction (soluble). Enzyme assays using the inhibitor [.-685,458 and
allosteric modulators DAPT and Compound XXI/E of human presenilin apparently suggested
that the catalytic site of 7. cruzi presenilin has a constitution similar to the human presenilin,
while significant differences were observed in the allosteric site. The active site inhibitor L-
685,458 was able to inhibit 100% of enzyme activity at 5 uM, while the modulators DAPT
and Compound XXI/E showed no significant inhibition. Therefore, our studies suggest that
due to their enzymatic functions and cellular localization the presenilin of 7. cruzi is a good
target for chemotherapeutic and for immune system.
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1. INTRODUCAO

1.1. ADOENCA DE CHAGAS

1.1.1. Agente etiologico e formas de contdgio

A Doencga de Chagas ou Tripanossomiase Americana € causada pelo Trypanosoma cruzi,
protozodrio pertencente a familia Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida [1,2,3]. Foi
descrita em 1909 por Carlos Chagas [4], que também identificou seus vetores e reservatorios
silvestres [3].

A forma cléssica de contédgio tanto de humanos quanto de outros mamiferos € através do
inseto vetor popularmente conhecido como ‘“barbeiro”. Este nome comum € usado para
designar insetos hematdéfagos pertencentes as ordens Hemiptera ou Reduviidae, que liberam
as formas infectantes do 7. cruzi nas fezes durante a picada. Existem mais de 100 espécies de

triatomineos com potencial para atuarem como vetores da Doenca de Chagas, sendo um dos

mais importantes no Brasil o Triatoma infestans (Fig. 1.1) [3].

Figura 1.1: Triatoma infestans, um dos vetores da Doenca de Chagas [5].
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Outras formas de contigio incluem a transmissao oral — pela ingestdo de alimentos ou
bebidas contaminadas com o parasita — , transmissdo vertical e por transfusdo de sangue ou

transplantes de 6rgaos contaminados [3].

1.1.2. Formas clinicas e sintomatologia

As manifestagdes clinicas observadas nos pacientes chagasicos podem variar muito de
acordo com a localizacdo geografica. Isto € devido ao fato de que o Trypanosoma cruzi
apresenta diversas cepas, com variacdes em seu tropismo, infectividade e susceptibilidade ao
tratamento [6]. Outro fator que pode agravar a doenga € o estado imunolégico do paciente.
Individuos imunossuprimidas devido a co-infec¢do com o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), transplantes e/ou a alguns tipos de quimioterapia supressora podem ter recidivas nas
quais o parasita volta a circular no sangue, tornando os sintomas mais severos [7].

A fase aguda da Doenca de Chagas se inicia logo apds a infec¢do e geralmente dura
algumas semanas, durante as quais as formas tripomastigotas podem ser encontradas no
sangue circulante. Os sintomas podem ser brandos, incluindo febre e inchagco no local de
inoculagcdo, ou mesmo inexistentes. Em alguns casos, pode ocorrer uma forma fulminante
com acometimento cardiaco e/ou cerebral que pode evoluir para ébito se ndo tratada [7].

Na maioria dos casos, ap6s a fase aguda a doenca evolui para uma forma cronica, na qual
0 paciente pode permanecer assintomdtico por muitos anos. O principal 6rgdo acometido
nesta fase é o coragdo, especialmente em pacientes com idades entre 20 e 59 anos; pode
ocorrer hipertrofia, anormalidades no ritmo, diminui¢do da eficiéncia de bombeamento,
congestdo pulmonar e/ou morte subita. Outras complicacdes podem ocorrem no sistema

digestorio, com dilatagdao do es6fago e/ou célon e perda de suas fungdes [3,6,7].

1.1.3. Distribuicdo geogrdfica

A Doenca de Chagas é considerada endémica na América Latina, especialmente nas areas
rurais. Estima-se que mais de 10 milhdes de pessoas estdo infectadas e que ocorram cerca de
15 mil mortes por ano [3].

Os movimentos migratdrios das ultimas décadas t€ém aumentado o nimero de casos da
doenca em regides ndo endémicas, especialmente na América do Norte e Europa (Fig. 1.2).
Sem vetores naturais, as principais formas de transmissdo nestes paises ocorrem com

transfusoes, transplantes e por transmissdo vertical. Lidar com tais pacientes vem trazendo



novos desafios econdmicos, sociais, politicos e de saide publica para os paises envolvidos

[6].

Figura 1.2: Movimentos migratérios provenientes da América Latina que tem favorecido a disseminagdo da
Doenca de Chagas nas dltimas décadas. Os nimeros indicam a quantidade de casos de Doenca de Chagas
estimados em paises nao endémicos [6].

1.1.4. Diagnostico da Doenca de Chagas

Durante a fase aguda da doenca, o diagndstico baseia-se principalmente em métodos
parasitoldgicos, através da visualizacdo das formas tripomastigotas diretamente em amostras
de sangue do paciente. As técnicas de rotina incluem o esfregaco sanguineo ou a técnica da
gota espessa, coradas com Giemsa (Fig 1.3 A). Estes testes apresentam alta especificidade
para o T. cruzi [8,9]. Caso o resultado seja negativo, podem ser usadas técnicas de
concentracdo — microhematdcrito ou a técnica de Strout. Nesses casos, a sensibilidade do teste
pode chegar a 90% [9].

Na fase cronica hd um acentuado declinio do nimero de parasitas circulantes no sangue,
dificultando o diagnéstico parasitolégico. Sendo assim, métodos de diagndstico sorolégico
sdo as op¢Oes mais indicadas nesta fase, os quais se baseiam na detec¢do de anticorpos anti-7.
cruzi no soro dos pacientes [9,10]. As técnicas mais usadas incluem ELISA, hemaglutinacdo
indireta (HI), imunofluorescéncia indireta (IFI), western blot e testes rapidos (tais como a

imunocromatografia) (Fig 1.3 B) [8,9,10].
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Figura 1.3: Diagnéstico da Doenga de Chagas. A: Técnica de esfregaco sanguineo corado com Giemsa, utilizada
no diagnéstico da Doenca de Chagas durante a fase aguda. Na foto € possivel visualizar as formas
tripomastigotas do 7. cruzi (células flageladas) em meio as hemdcias (células arredondadas) [8]. B: Diagndstico
imunocromatografico utilizado no diagndstico da Doenca de Chagas durante a fase cronica [11].

Embora estes métodos sejam bastante simples e de baixo custo, muitas vezes eles podem
apresentar baixas sensibilidade e especificidade ou ainda reacdes cruzadas com anticorpos
contra outros patdgenos (especialmente Leishmania spp). Isso acontece principalmente
porque os testes usados de rotina sao baseados, em sua maioria, em antigenos produzidos com
extratos completos ou semi-purificados de epimastigotas do 7. cruzi (a forma nao infectiva)
[9,10].

Para tentar solucionar estes problemas, muitos novos testes vem sendo desenvolvidos nos
ultimos anos. Estes baseiam-se na deteccao do DNA do parasita pela técnica da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) ou em técnicas soroldgicas (por exemplo, ELISA) com
antigenos recombinantes e/ou peptideos sintéticos [8,10]. Muitos destes ensaios vem
apresentando bom desempenho experimental, porém a maioria deles ainda ndo esta disponivel
comercialmente, apenas no nivel de pesquisa [8,9].

Outro ponto que deve ser levado em consideracdo nos programas de combate a Doenca
de Chagas € facilitar o acesso ao diagnéstico, especialmente nas dreas endémicas. Muitas
vezes nestes locais ndo ha disponibilidade de infra-estrutura ou pessoal treinado para a

realizacdo dos testes, dificultando o diagndstico dos pacientes onde ele se faz mais necessario

[11].
1.1.5. Tratamento

Existem hoje 2 medicamentos disponiveis para o tratamento da Doenca de Chagas: o
nifurtimox (Fig 1.4 A) e o benznidazol (Fig 1.4 B). O primeiro age através da redugao do seu
grupamento nitro, que por fim acaba produzindo metabdlitos reativos de oxigénio
extremamente téxicos — tais como o anion superdxido e peroxido de hidrogénio. Ja o
benznidazol atua através de um estresse redutivo, que envolve a modificacdo covalente de

macromoléculas (lipideos, proteinas e DNA) [12,13].
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Figura 1.4: Medicamentos disponiveis para o tratamento da Doenca de Chagas. A: Estrutura quimica do
nifurtimox. B: Estrutura quimica do benznidazol [14].

Embora sejam as unicas opcdes de tratamento disponiveis a mais de 40 anos, estes
medicamentos estdo muito longe do ideal [3,15]. Dentre os problemas apresentados estao os
severos efeitos colaterais; a pouca eficdcia na fase cronica da doenca; a possibilidade do
surgimento de resisténcia entre as diversas cepas do parasita e a inexisténcia de versoes
pediatricas [2,3,12,13,15].

Visto que o desenvolvimento de medicamentos mais eficazes é de extrema importancia, a
pesquisa de novos alvos quimioterapéuticos tem evoluido muito. Estes incluem as vias de
biossintese de glutationa e/ou tripanotiona — enzimas importantes na defesa do parasita contra
stress oxidativo; inducdo de alteragdes na cadeia respiratéria do parasita; inibicdo do
transporte de purina ou das enzimas participantes na sintese de nucleotideos, do metabolismo

de ester6is ou de proteases chave no metabolismo celular [13,16].

1.2. PROTEASES E SUA IMPORTANCIA NA PARASITOLOGIA

1.2.1. Tipos de proteases e sua importancia

De acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), proteases
sdo enzimas que catalisam a hidrélise de proteinas [17]. Na classificacdo enzimdtica
recomendada pela Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB), as
proteases sdo incluidas no grupo EC 3.4 (hidrolases que atuam sobre liga¢des peptidicas),
sendo também chamadas peptidases [18].

As proteases podem ser classificadas de acordo com alguns critérios. O primeiro deles diz
respeito a posicao na qual a clivagem ocorre numa cadeia polipeptidica. Quando a enzima
atua sobre as porcdes amino ou carboxiterminal do substrato, diz-se que € uma exopeptidase.
Ja quando ela atua internamente, quebrando liga¢des peptidicas no meio da cadeia, diz-se que

€ uma endopeptidase [16].



Hé4 ainda uma classificacio quanto ao mecanismo de clivagem, ou seja, quais
aminodcidos ou espécies quimicas estdo presentes no sitio ativo da protease. Embora alguns
autores facam tal divisdo em 4 grupos, a classificacdo mais recente conta com 5 classes de
proteases: serino, cisteino, treonino, metalo e aspdrtico proteases e além de outras cujos
mecanismos de catalise sdo desconhecidos [16,19,20,21].

As serino proteases sdo a classe de proteases mais versdtil, além de serem as mais
abundantes nos vertebrados. Ja as cisteino proteases constituem a classe mais abundante nos
protozodrios parasitas [19,21]. Juntamente com as treonino proteases, elas quebram a ligacao
peptidica mediante um ataque nucleofilico, com a formac¢do de uma ligacdo covalente
transitéria com o substrato [16,20]. As metalo proteases também sdo muito abundantes em
mamiferos, nos quais podem atuar principalmente no remodelamento e degradacdo da matriz
extracelular e sobre citocinas, receptores de fatores de crescimento e moléculas de adesdo
[21]. Seu mecanismo de ag¢do, bem como o das aspartico proteases, consiste num ataque
nucleofilico sobre o substrato realizado com a participacdo de uma molécula de dgua [16,20].

Com o avango dos estudos no campo das proteases, muito tem sido esclarecido a respeito
de seus mecanismos e sua participagdo em diversas condi¢des clinicas, tais como
coagulopatias, processos inflamatdrios, cancer e doencas degenerativas e infecciosas. Desta
forma, novos tratamentos e vacinas vém sendo e ainda podem ser desenvolvidos [16,20].

Os estudos no campo do desenvolvimento de inibidores de proteases vém avancando
muito nos ultimos anos, em especial gracas a incrementos nas areas da biologia estrutural,
sintese e abordagens computacionais [21]. De um modo geral, a estratégia mais comum na
criacdo de um inibidor consiste em encontrar uma molécula de baixo peso molecular que se
ligue ao sitio ativo da enzima em questdo. Outras abordagens podem envolver exossitios ou
modulacdes alostéricas das enzimas, ou ainda modificagdes estruturais em moléculas de
ocorréncia natural, de forma a aumentar sua especificidade [20]. Alguns inibidores de

proteases disponiveis no mercado hoje podem ser vistos na figura 1.5.
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Figura 1.5: Inibidores de proteases atualmente usados como medicamentos. A: Estrutura quimica do Captopril,
inibidor da enzima conversora de angiotensina (metalo protease), usado no tratamento de hipertensdo; B:
estrutura quimica do Rivaroxaban (Xarelto; Bayer), inibidor do Fator Xa (serino protease), usado no tratamento
de coagulopatias; C: estrutura quimica do Bortezomib (Velcade; Millennium), inibidor de proteassoma (treonino
protease), usado no tratamento de cancer [20].

1.2.2. Importancia das proteases na Parasitologia

As proteases sao muito importantes no ciclo de vida de qualquer organismo, uma vez que
atuam desde em fung¢des metabdlicas basais até outras funcdes altamente especificas [16].
Elas podem estar presentes na manutencao e disseminac¢do de uma infec¢do, na nutricao e na
reproducdo do parasita ou até mesmo em mecanismos de evasdo do sistema imune do
hospedeiro. Em algumas espécies, estas proteases atuam como fatores de viruléncia
[22,23,24] e em alguns sistemas tem sido validadas como alvos quimioterapéuticos
[19,22,24].

Um exemplo € o desenvolvimento de inibidores especificos para a aspdrtico protease
envolvida na maturacdo de novas particulas virais do HIV [20,21], como o Tipranavir (Fig.
1.6). Da mesma forma, contra o 7. cruzi, a molécula K777 estd em fase de testes pré-clinicos.
Esta atua sobre a cruzipaina, a principal cisteino protease do parasita [19,23]. Embora seja
discutivel, inibidores irreversiveis tem sido considerados bons farmacos no tratamento de
doencas infecciosas e parasitdrias, por apresentarem atividade antiparasitiria em doses
geralmente indquas ao hospedeiro. Além disso, podem ser mais baratos, j4 que permitem

esquemas de tratamento mais curtos e as rotas de sintese sao bastante diversas [19,20].



Figura 1.6: Estrutura quimica do Tipranavir, inibidor de uma aspértico protease do HIV-1, usado no tratamento
da AIDS [20].

Sendo moléculas tdo importantes da biologia dos parasitas, ndo € surpreendente constatar
que o sistema imune de alguns hospedeiros — principalmente vertebrados — apresente defesas
inatas direcionadas as proteases, como a producdo de inibidores de sitio ativo ou através das
Op-macroglobulinas. Estas ultimas constituem um sistema de defesa de amplo espectro,
englobando as proteases de organismos invasores e direcionando-as a um sistema de
“limpeza” via endocitose [22].

Além disso, pode haver ainda a producdo de anticorpos especificos contra determinadas
proteases, capazes de neutralizd-las ou promover a ativacdo do sistema imune contra o
parasita [23]. A cruzipaina, por exemplo, uma cisteino protease do 7. cruzi, € um antigeno
altamente imunogénico deste parasita, sendo reconhecido com muita intensidade por soros de

pacientes chagdsicos [24].

1.2.3. Proteases de Trypanosoma cruzi

De acordo com a base de dados de proteases MEROPS [26], as classes das metalo
proteases e das cisteino proteases sdo as mais abundantes no genoma do Trypanosoma cruzi,
com mais de 150 anotagdes realizadas. Serino, treonino e aspdartico proteases também estdo
presentes, porém em menor quantidade [25]. Dentre as proteases mais importantes do

parasita, estdo as citadas abaixo:

1.2.3.1. Cruzipaina

A cruzipaina, também chamada cruzaina, é uma cisteino protease de maior atividade
descrita neste protozodrio [16,23,24]. E expressa em todos os estigios do ciclo, porém em
maior quantidade nas formas epimastigotas. Nestas, ela pode ser encontrada no interior dos
lisossomos; nos tripomastigotas, a presenca da enzima é restrita ao bolso flagelar, enquanto

que nas formas amastigotas € expressa na superficie celular [24].



Suas fungdes sdo bastante variadas e incluem participacdo na digestdo de nutrientes,
infeccdo das células do hospedeiro vertebrado, renovacao de proteinas durante processos de
diferenciacdo celular e escape do sistema imune promovendo clivagem de anticorpos [16,24].
Também ja foi descrita sua atuacdo facilitando a dispersao da infeccdo durante a fase aguda.
A cruzipaina atua induzindo a ativacdo de macréfagos por uma via alternativa (induzindo um
perfil de resposta imune Th2, com a producdo das citocinas IL.-4, 5, 6 e 10). Desta forma, ha
um aumento da atividade da arginase-I e uma inibicdo da 6xido nitrico sintase induzivel
(iNOS), o que diminui a producdo de 6xido nitrico (NO) pelos macréfagos e facilita a

sobrevivéncia do parasita [23].

1.2.3.2. Oligopeptidase B e Tc80

Estas duas enzimas sdo serino proteases presentes na forma tripomastigota: a primeira no
citoplasma e a segunda sendo secretada [16]. A oligopeptidase B tem um papel importante na
invasdo de células ndo-fagociticas, induzindo uma onda de Ca®* intracelular tanto no parasita
quanto na célula do hospedeiro [16,19,24].

Ja a Tc80, também chamada prolil oligopeptidase, facilita a adesdo e a penetragao nos
tecidos do hospedeiro, uma vez que esta, quando secretada pelo parasita nos tecidos
infectados, € capaz de digerir coldgeno I e IV e fibronectina presentes na matriz extracelular

[16,19,24].

1.2.3.3. gp63 e o proteassoma

A gp63 € um exemplo de metaloprotease semelhante a encontrada nos parasitas do
género Leishmania. Ela é expressa na superficie celular e acredita-se que possa estar
envolvida na modulacdo da infeccdo nos mamiferos [19,24].

O proteassoma por sua vez € um complexo proteolitico que inclui uma atividade treonino
protease e € essencial para o controle do ciclo celular, bem como para a renovagdo de

proteinas durante processos de diferenciacao celular [16,24].

1.2.3.4. Aspartico proteases

Durante muito tempo acreditou-se que nao havia esta classe de proteases em

Trypanosoma cruzi. Porém um trabalho realizado em 2009 por nosso grupo demonstrou pela
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primeira vez a presenca de 2 atividades de aspdrtico protease em epimastigotas de 7. cruzi:
uma associada as membranas e outra solivel [26]. A primeira foi denominada Cruzipsina I
(CZP-I) e a segunda Cruzipsina Il (CZP-II), em correspondéncia a enzimas similares
encontradas em Plasmodium falciparum [27]. Nesse estudo, ja havia indicios de que a
Cruzipsina I possuia caracteristicas similares as presenilinas, como a presenca de um Asp no
centro ativo, alta hidrofobicidade e associagdo a membrana. Portanto, parte deste estudo foi

centrado na caracterizagdo desta enzima do complexo y-secretase.

1.3. PRESENILINAS E O COMPLEXO y-SECRETASE

1.3.1. Caracterizagdo do complexo y-secretase

O complexo 7y-secretase € um complexo multimérico transmembranar j4 identificado em
vérias espécies de animais e plantas [28]. E composto de 4 sub-unidades protéicas:
presenilina (PS), nicastrina (NIC), Aph-1 e Pen-2 [28,29,30,31,32,33] (Fig 1.7).

1.3.1.1. Presenilina

A presenilina € uma aspartico protease que exerce a funcdo catalitica do complexo

[28,30,31]. Ela ja foi identificada em diversas espécies de animais (mamiferos, anfibios,

peixes, moscas e vermes) e plantas [28].

Lumen

- v
Endoprotedlise Subcomplexo
Pen-2 Presenilina Nicastrina Aph-1
Presenilina-1 Aph-1a
Presenilina-2 Aph-1b

Citosol

Figura 1.7: Representacdo esquemdtica dos componentes do complexo 7y-secretase. A por¢do catalitica do
complexo (presenilina; em rosa) torna-se ativa ao sofrer uma endoprotedlise, gerando um fragmento N-terminal
(NTF) e um fragmento C-terminal (CTF). As demais subunidades do complexo incluem as proteinas nicastrina
(roxo), Pen-2 (azul) e Aph-1 (verde). Em humanos, a presenilina pode apresentar-se nos subtipos 1 ou 2,
enquanto que a proteina Aph-1 pode apresentar-se nos subtipos a ou b [adaptado de 33].
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Em humanos, a forma 1 da presenilina (PS1) € uma proteina altamente hidrofébica de
aproximadamente 45 kDa. Ela torna-se ativa mediante endoprotedlise entre os aminodcidos
Metygg € Alazgg, produzindo um fragmento N-terminal (cerca de 28 kDa) e outro fragmento C-
terminal (cerca de 18 kDa) [28,31,32,33,34]. Nao ha descri¢des de modificacdes pOs-
traducionais (glicosilagdo, sulfatacdo ou fosforilagao) [34].

Sua organizagdo transmembranar foi um assunto controverso durante algum tempo, tendo
sido propostos modelos de 7 a 10 regides transmembranares [28]. O modelo mais aceito hoje
apresenta 9 dominios transmembranares, sendo a regido N-terminal citosélica e a porcdo c-
terminal luminal [32,33].

As presenilinas sdo incluidas no cla AD das asparticoproteases. Este grupo inclui as
endopeptidases de membrana cujo sitio ativo € intramembranar [25]. Em PS1, o sitio ativo é
composto por 2 residuos: Asp >’ ¢ ¥ localizados nos segmentos transmembranares 6 e 7,
respectivamente [28,35,36]. A localiza¢do do sitio ativo foi determinada apds experimentos
de mutacdo sitio-dirigida no gene, nos quais se verificou que substitui¢des nestes residuos
eliminaram a endoprotedlise da proteina e inibiram a atividade y-secretase [35].

Juntamente com as peptidases sinal, as presenilinas sdo incluidas na familia A22 das
aspartico proteases [25]. Nesta familia, 3 dominios sdo altamente conservados (Fig. 1.8): o
residuo Asp do sitio ativo presente no fragmento N-terminal da proteina € precedido por um
residuo de Tyr. No fragmento C-terminal, o sitio ativo é composto pela sequéncia Gly-X-Gly-
Asp-Phe, no qual a letra X pode representar os residuos Leu ou Phe. O 3°dominio, chamado
PALP, estd presente na por¢do transmembrana 9 e € composto pela sequéncia Pro-Ala-Leu-
Pro. Acredita-se que este tenha fun¢do na estabiliza¢do e formacido do complexo y-secretase

[25,33,37].

Figura 1.8: Representacdo esquemdtica das presenilinas humanas. Os residuos de Asp destacados nos circulos
pretos compdem o sitio ativo da enzima, posicionado nas por¢des transmembrana 6 e 7 (destacados em rosa). E
possivel ver os dominios YD, GLGDP e PALP altamente conservados na familia A22 das aspértico proteases
(NTF = fragmento N-terminal; CTF = fragmento C-terminal) [adaptado de 33].
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1.3.1.2. Demais componentes do complexo y-secretase: Nicastrina, Aph-1 e Pen-2

A nicastrina é uma proteina altamente glicosilada em sua forma madura, cujo peso
molecular chega a aproximadamente 130 kDa (Fig. 1.7). Possui apenas 1 dominio
transmembranar, ficando quase totalmente exposta na superficie exterior da membrana celular
[31, 32, 33]. A principal fun¢ao atribuida a esta proteina € o reconhecimento e a selecao dos
substratos que serdo clivados pela presenilina (Fig. 1.9) [32,33]. Também acredita-se que ela
tenha funcdo na estabilizacdo da presenilina e na formagdo e maturacdo do complexo como

um todo [29,38].

Figura 1.9: Modelo de interacdo do complexo y-secretase com um substrato hipotético (representado pela barra
branca). Inicialmente, hd uma interag@o entre a por¢do N-terminal do substrato com o dominio extracelular da
nicastrina. Num segundo momento, ha a interag@o entre o substrato e o sitio ativo da presenilina, seguida do
processo de protedlise [32].

A proteina Aph-1 também € altamente hidrofébica, cujos modelos estruturais preveem a
existéncia de 7 dominios transmembranares (Fig. 1.7) [28,32,33]. Seu peso molecular &
estimado em cerca de 30 kDa [31]. A principal fun¢do atribuida a ela é a de servir de base
para a formag@o do complexo como um todo, estabilizando os demais componentes [29,31].

Por fim, a proteina Pen-2 apresenta 2 dominios transmembranares e ambas as
extremidades luminais. Seu peso molecular € estimado em cerca de 12 kDa [28,31,32,33]. Sua

func¢do € promover a endoprotedlise da presenilina, com sua consequente ativacao [39].

O complexo y-secretase € expresso em quase todos os tecidos dos mamiferos, com niveis
bastante elevados no cérebro e neurdnios [28,34]. Nas células, sua principal localizacdo é no
reticulo endoplasmatico e no complexo de Golgi. [35,36]. No entanto, ele também pode ser
encontrado em outros compartimentos membranares, tais como na mitocondria, membrana
celular, envelope nuclear e lisossomos [36,42].

Diversos trabalhos tentaram determinar a propor¢do em que cada proteina estd presente

no complexo maduro. No entanto, existem muitas informagdes conflitantes a respeito do peso
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molecular do complexo como um todo, dificultando tal estimativa [29]. A proposta mais
aceita hoje é que as proteinas presenilina, nicastrina, Aph-1 e Pen-2 estejam presentes na
propor¢do 1:1:1:1, fazendo com que o peso molecular minimo do complexo seja de 230 a 250
kDa [32,33,40].

A formagdo do complexo comeca com a formag¢do de um subcomplexo entre Aph-1 e
Nicastrina ainda no reticulo endoplasmatico. Em seguida, a presenilina ainda inativa (ndo
clivada) interage com a nicastrina através de sua porcao C-terminal e € estabilizada. Por fim,
Pen-2 interage com a presenilina (via dominio transmembrana 4) e o complexo € transportado
para o complexo de Golgi. Nesta organela hd a maturacdo final do complexo, com a
endoprotedlise da presenilina e a glicosilacdo da nicastrina [28,32,33,41]. Um modelo

estrutural do complexo € mostrado na figura 1.10.

NCT

Pen-2

NTE

Figura 1.10: Modelo estrutural do complexo y-secretase maduro. Ha indicios de que as por¢des transmembrana 1
e 8 da presenilina estejam préximas, interagindo por pontes dissulfeto. Ela também interage com o subcomplexo
Aph-1/nicastrina por sua por¢cdo C-terminal e com Pen-2 por seu dominio transmembrana 4 (NCT = nicastrina;
NTF = fragmento N-terminal da presenilina; CTF = fragmento C-terminal da presenilina) [32,41].

1.3.2. Fungoes associadas ao complexo y-secretase

As presenilinas, peptidases sinal e enzimas chamadas “presenilin-like” sdo aspartico
proteases de atividade proteolitica bastante peculiar. Juntamente com as proteases-sitio 2
(metalo proteases) e as enzimas romboéides (serino proteases), elas fazem a chamada
protedlise intramembranar regulada. Isso significa que seus substratos sdo clivados em seus
dominios transmembrana, liberando um fragmento no exterior da célula e outro no espaco
citoplasmatico [33,40].

Dependendo do substrato e/ou da via de sinalizacdo em questdo, ambos os fragmentos
gerados podem ter funcio especifica. Em outros, apenas um deles € importante — geralmente a
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porc¢ao liberada dentro da célula. Esta € translocada para o nicleo, onde interage com o DNA
da célula e atua como fator de transcri¢do [31,33].

O caso mais conhecido € o envolvimento do complexo 7y-secretase com o mal de
Alzheimer, cujo mecanismo é demonstrado na figura 1.11. Nas células cerebrais de pessoas
normais, a proteina precursora amiléide (APP) é clivada primeiramente pelas enzimas o ou 3-
secretase, liberando um fragmento extracelular € um que permanece inserido na membrana
(de 83 ou 99 amino4cidos, respectivamente). Este passa por uma 2° clivagem pela presenilina
do complexo 7y-secretase, produzindo um fragmento extracelular (peptideo -amiléide, que
geralmente possui 40 aminodcidos) e um intracelular (dominio intracelular amildide — AICD).
O AICD ¢ translocado para o nicleo onde age como fator de transcri¢do, diminuindo a

susceptibilidade celular a apoptose [28].

Figura 1.11: Sinaliza¢do envolvendo a proteina precursora amiléide (APP). O mecanismo ¢ explicado com
maiores detalhes no texto (APP = proteina precursora amiléide; Ab = peptideo P-amiléide; C83 e C99 =
peptideos gerados pela clivagem da APP pela o ou B-secretase, respectivamente) [28].

Em pacientes com o mal de Alzheimer, ha o depésito de placas e fibrilas de peptideos 3-
amildides, causando morte neuronal [32]. H4 casos em que os sintomas comecam a aparecer
de forma muito precoce, em pacientes com cerca de 40 a 50 anos. Estas apresentam uma
forma da doenca associada a mutacdes na presenilina, que passam a processar a proteina
precursora amiléide (APP) de forma aberrante. Ao invés de gerar o peptideo -amiléide com
os usuais 40 aminoécidos, ha um aumento na proporcdo de peptideos com 42 aminoécidos.

Estes tem maior propensdo a formar os agregados que causam morte neuronal

[28,32,33,34,40].
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Cerca de 160 mutagdes em PS1 e 10 em PS2 j4 foram associadas a esta forma do mal de
Alzheimer (Fig 1.12) [28,33]. Outro efeito prejudicial € a sobrecarga de Ca®* no reticulo

endoplasmadtico, que acaba afetando vias de sinalizacdo e tendo um efeito pré-apoptético
[28,33,36].
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Figura 1.12: Estrutura da presenilina 1 (PS1) humana. Os residuos destacados em amarelo correspondem ao sitio
ativo da enzima. Residuos marcados em vermelho, rosa e roxo sdo posicdes onde ja foram descritas mutagdes
associadas a forma precoce do mal de Alzheimer [28].

Outros substratos também sdo processados pelo complexo y-secretase. Estes incluem a
proteina Notch (um importante sinalizador durante processos de diferenciagdo celular no
desenvolvimento de organismos multicelulares), o receptor de tirosina quinase ErbB-4, E e N-
caderinas (envolvidas na adesdo celular), CD43 e 44 (moléculas sinalizadoras do sistema

imunolégico), entre muitos outros [28-33,40].
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2. JUSTIFICATIVA

Embora se conheca bastante do envolvimento do complexo y-secretase com a transdugdo
de sinal em humanos e outros eucariotos, muito pouco se conhece em organismos unicelulares
e parasitos, como o Trypanosoma cruzi. Sendo assim, se faz necessdria a caracterizagio deste
complexo e de sua por¢cdo enzimdtica (presenilina), para entender sua fun¢do na interacdo
parasito-hospedeiro.

Uma vez que trabalhos desenvolvidos por nosso grupo (ainda ndo publicados)
demonstraram que existem diferencas estruturais e enzimadticas importantes entre as
presenilinas de 7. cruzi, humanas e de outros tripanosomatideos (ex: Leishmania
amazonensis), hd ainda a possibilidade de se utilizar as informacdes deste complexo para

desenhar novos alvos diagnésticos e quimioterapicos para a Doenga de Chagas.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

v’ Caracterizar o complexo Y-secretase de Trypanosoma cruzi, sua por¢do enzimdtica
(presenilina-simile) e validd-los como possiveis alvos terapéuticos e/ou para

diagndstico.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Identificar através de estudos bioquimicos e estruturais-imunolégicos os
componentes do complexo y-secretase de Trypanosoma cruzi;

v’ Caracterizar os epitopos B-lineares das proteinas pertencentes ao complexo Y-
secretase do 7. cruzi;

v Obter anti-soros especificos para estudos de co-localiza¢do celular das proteinas
pertencentes ao complexo y-secretase do 7. cruzi;

v’ Caracterizar a associagdo da Cruzipsina I (presenilina-simile) com o complexo -
secretase por técnicas bioquimicas pds-purificagdo parcial;

v Avaliar a capacidade bloqueadora in vitro de inibidores peptideomiméticos anti-
presenilina, procurando validar a enzima como um alvo quimioterapéutico;

v' Validar alguns epitopos B-lineares das proteinas pertencentes ao complexo Y-

secretase do 7. cruzi como alvos de diagndstico especifico.
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4. METODOLOGIA

4.1. SOROS HUMANOS

Os soros de pacientes chagédsicos foram coletados pelo Laboratério de Doencgas
Parasitarias (IOC/FIOCRUZ) nos estados de Minas Gerais, Piaui e Mato Grosso do Sul no
periodo de abril/2007 a julho/2010. Os pacientes eram de ambos os sexos, com idades entre
14 e 84 anos (média de 54 anos) e com Doenca de Chagas confirmada tanto por exames
clinicos quanto laboratoriais (IFI; ELISA convencional; ELISA recombinante;
xenodiagnostico e PCR).

Soros humanos de doadores negativos para Doencga de Chagas foram obtidos no banco de
soros do Laboratério de Bioquimica de Proteinas e Peptideos (IOC/FIOCRUZ), cedidos pelo
HEMORIO.

4.2. CULTIVO DE MICROORGANISMOS E EXTRACAO DO COMPLEXO fv-
SECRETASE DE T. CRUZI

Epimastigotas de T. cruzi cepa CL Brener (10" células) foram cultivados em meio LIT
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). Os parasitas em fase log (4° dia) foram
concentrados por centrifugacao (5000g, 4°C, 30 minutos), lavados por 3 vezes em PBS pH
7,2 (5000g, 4°C, 30 minutos), ressuspensos em tampao acetato 0,1M pH 3,5 e submetidos a 6
ciclos de congelamento e descongelamento (“freeze-thawning”). Um primeiro fracionamento
foi realizado por ultracentrifugacao (100.000g, 4°C, 1h), apés o qual o sobrenadante foi

recolhido (fragd@o solivel). O pellet foi ressuspenso e extraido por 1h a 4°C em tampao acetato
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0,IM pH 3,5 contendo 1% CHAPS sob vigorosa agitacio e submetido a nova
ultracentrifugacao (100.000g, 4°C, 1h), apds a qual o sobrenadante também foi recolhido
(fracdo detergente).

Ambas as fracdes (detergente e solivel) foram submetidas a cromatografia de afinidade
em coluna de pepstatina A-agarose. Foram utilizados o tampao acetato 0,1M pH 3,5 como
tampao de equilibrio (acrescido de 0,1% de CHAPS para a fracdo detergente) e o tampao
Tris.HCl pH 8,6 como tampdo de elui¢do (acrescido de 0,1% de CHAPS para a fracdo
detergente). A eluicdo das proteinas foi monitorada por absorbancia a 280nm e as amostras
protéicas obtidas das fracdes detergente e solivel foram denominadas Cruzipsina-I (CZP-I) e
Cruzipsina-II (CZP-II), respectivamente [26]. A concentracdo de proteina nas amostras foi
estimada pela técnica de Lowry [43] usando o kit DC Protein Assay (Bio-Rad, Hercules,

USA), tendo a albumina de soro bovino (BSA) como padrio.

43. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA E EFEITO DOS
INIBIDORES L-685,458 ((IS-BENZYL-4R-[1-(1S-CARBAMOYL-2-
PHENETHYLCARBAMOYL)-1S-3-METHYLBUTYLCARBAMOYL]-2R-HYDROXY-5-
PHENYLPENTYL}CARBAMIC ACID TERT-BUTYL ESTER)); DAPT (N-[N-(3,5-
DIFLUOROPHENACETYL)-L-ALANYL]-S-PHENYLGLYCINE T-BUTYL ESTER) E
COMPOSTO  XXI/E  ((S,S)-2-[2-(3,5-DIFLUOROPHENYL)-ACETYLAMINO]-N-(1-
METHYL-2-OXO-5-PHENYL-2,3-DIHYDRO-1H-BENZOIE][1,4]DIAZEPIN-3-YL)-
PROPIONAMIDE))

A atividade enzimdtica da Cruzipisina-I (presenilina-simile) foi medida na fragdo
detergente em tampao acetato 0,1M pH 3,5 acrescido de 0,1% de CHAPS a 25°C. A reacdo
foi iniciada com a adicdo do substrato [Phe-Ala-Ala-Phe(4NQO,)-Phe-Val-Leu-OsMP ;
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)] (0,ImM) a enzima (2,5 pg) e a absorbancia do substrato
nio consumido foi lida a 300nm ap6s 30 e 60 minutos de reacdo. Todas as reagdes foram
realizadas em duplicata e controles apropriados foram realizados em paralelo nas mesmas
condi¢des sem inibidor.

Os ensaios de inibi¢do enzimética foram realizados conforme descrito [26]. Os inibidores
utilizados foram L-685,458 (1S-Benzyl-4R-[1-(1S-carbamoyl-2-phenethylcarbamoyl)-1S-3-
methylbutylcarbamoyl]-2R-hydroxy-5-phenylpentyl Jcarbamic =~ Acid  terr-butyl  Ester)
(Calbiochem, Darmstadt, Alemanha), DAPT (N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-
phenylglycine t-butyl ester) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) e Composto XXI, E ((S,S)-2-[2-

(3,5-Difluorophenyl)-acetylamino]-N-(1-methyl-2-oxo0-5-phenyl-2,3-dihydro-1H-
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benzo[e][1,4]diazepin-3-yl)-propionamide)) (Calbiochem, Darmstadt, Alemanha), todos ja
descritos como sendo inibidores do complexo y-secretase em diferentes sistemas celulares de
mamiferos [44,45,46] (Fig. 3.1). Estes foram dissolvidos em DMSO e utilizados nas
concentracoes finais de 2, 5 e 10 uM. A enzima foi pré-incubada durante 15 min com cada
um dos inibidores nas diferentes concentracdes e em seguida as reacdes foram conduzidas

conforme descrito acima.
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Figura 3.1: Estrutura quimica dos inibidores do complexo 7y-secretase utilizados neste trabalho. A: L.-685,458
((1S-Benzyl-4R-[1-(1S-carbamoyl-2-phenethylcarbamoyl)- 1S-3-methylbutylcarbamoyl]-2R-hydroxy-5-
phenylpentyl }carbamic Acid fert-butyl Ester)) [47]; B: DAPT (N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-
phenylglycine t-butyl ester) [48]; C: Composto XXI/E ((S,S)-2-[2-(3,5-Difluorophenyl)-acetylamino]-N-(1-
methyl-2-ox0-5-phenyl-2,3-dihydro-1H-benzo[e][ 1,4]diazepin-3-yl)-propionamide)) [49].

4.4. ANALISES IN SILICO
A busca pelas sequéncias das proteinas formadoras do complexo y-secretase em 7. cruzi

foi realizada através de homologias com sequéncias de proteinas ja identificadas e anotadas

em outros organismos no banco de dados Uniprot [http://www.uniprot.org/]. O alinhamento

das sequéncias foi realizado utilizando o servidor Tcoffee [http://tcoffee.vital-it.ch/cgi-

bin/Tcoffee/tcoffee cgi/index.cgi].

Grificos de hidropaticidade de cada proteina foram obtidos com a ferramenta ProtScale

[http://web.expasy.org/protscale/]. A predi¢io da estrutura secunddria das proteinas foi

realizada através dos servidores PSIPRED [http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/] ¢ CDM

[http://gor.bb.iastate.edu/cdm/]. A predicdo de estrutura tercidria foi realizada pelo servidor

LOMETS [http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/LOMETS/].

20




Alguns parametros fisico-quimicos referentes aos peptideos utilizados neste trabalho
(massa molecular, pl tedrico e hidropaticidade estimada) foram calculados com a ferramenta

ProtParam [http://web.expasy.org/protparam/].

4.5. SINTESE DE PEPTIDEOS EM MEMBRANAS CELULOSICAS

A caracterizagcdo dos determinantes antigénicos (epitopos B) das proteinas componentes
do complexo Yy-secretase identificadas em 7. cruzi foi realizada através da técnica de Spot
Synthesis [50]. Bibliotecas de peptideos sintéticos foram obtidas em membrana celuldsica
(Intavis, Koeln, Alemanha) funcionalizadas com polietilenoglicol (PEG), utilizando o
equipamento Spot Synthesis (modelo ASP-222, Intavis, Koeln, Alemanha) e a estratégia F-
moc de acordo com procedimento padronizado fornecido pelo fabricante. O plano de
distribuicdo dos aminoécidos, assim como a determinac¢do dos protocolos foi definido pelo
programa de computagdo Multipeps [51]. A identificagdo das menores sequéncias peptidicas
que caracterizam os determinantes antigénicos especificos foi realizada utilizando soros de
pacientes chagdsicos através de immunoblotting, conforme descrito [52]. A quantificacdo do
sinal emitido foi realizada com o software TotalLab TL100 (nonlinear dynamics, Newcastle,

Inglaterra).

4.6. SINTESE DE PEPTIDEOS EM SOLUCAO

Algumas das sequéncias dos epitopos B-lineares definidas para cada proteina foram
utilizadas na sintese de peptideos pela metodologia de sintese em fase sélida, utilizando a
estratégia F-moc [53], com o auxilio de um sintetizador automdtico - modelo PSSMS
(Shimadzu, Kyoto, Japdao). Para uso nos ensaios seguintes, cada um dos peptideos foi
sintetizado em 2 lotes: um contendo Cys na regiao C-terminal e outro conjugado a biotina

através da regido C-terminal, conforme descrito [54].

4.7. PRODUCAO DE ANTI-SOROS MONOESPECIFICOS

Os peptideos contendo Cys na regido C-terminal foram conjugados covalentemente a
proteina BSA usando o kit Maleimide activated kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) de
acordo com as instru¢des do fabricante. Para a obtencao dos anti-soros, 4 coelhos (3 machos e
1 fémea da raga Nova Zelandia, com peso médio de 2,6 Kg) foram inoculados (1 com cada

peptideo) por 4 vezes de acordo com procedimento padrdo [55]. Foram utilizados 50ug de
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peptideo conjugado a BSA em cada inoculagdo, dissolvidos em 500uL de PBS pH 7,2. Na 1*
dose, foram adicionados a mistura inoculada 500uL de adjuvante completo de Freund e nas
demais doses foi utilizado igual volume de adjuvante incompleto de Freund. A sangria dos
animais foi realizada pela veia marginal da orelha e a reatividade dos soros foi avaliada por

ELISA e pela técnica de Cellu-Spot.

4.8. SDS-PAGE E WESTERN BLOTTING PARA IDENTIFICACAO DOS
COMPONENTES DO COMPLEXO y-SECRETASE

Para caracterizar alguns componentes do complexo 7y-secretase em 7. cruzi, foram
realizados ensaios imunoldgicos com as fragdes protéicas isoladas de epimastigotas usando os
soros anti-peptideos produzidos em coelhos (vide se¢do 4.7).

As fragdes protéicas isoladas apds a cromatografia de afinidade foram concentradas
usando filtros Microcon 30 (Millipore, Billerica, USA) de acordo com as instrucdes do
fabricante e resolvidas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10% em
condig¢des de reducdo [56]. Para afericdo do peso molecular aparente das proteinas, um gel foi
corado com prata usando o kit Silver Stain Plus Kit (Bio-Rad, Hercules, USA).

A transferéncia das proteinas para membranas de nitrocelulose (“western blotting”) a
partir de um segundo gel foi realizada num sistema semi-seco (Trans-Blot SD Semi-Dry
Transfer Cell, Bio-Rad, Hercules, USA) a 15V por 20 minutos. Em seguida, os sitios de
ligacdo livres das membranas foram bloqueadas (1h) em solucdo de caseina (3%) em tampao
TBS contendo 0,5% de Tween 20, incubadas com soro primério (1:50) overnight a 4°C e com
soro secunddrio anti-IgG de coelho conjugado a fosfatase alcalina (1h) (Abcam, Cambridge,
UK) diluido 1:5000.

A revelagdo da reacdo antigeno-anticorpo foi realizada por quimioluminescéncia
(substrato Tropix CDPStar Ready-to-use With Nitro-block II, Applied Biosystems, Grand
Island, USA) e as imagens capturadas num sistema MF-ChemiBIS (DNR, Jerusalém, Israel).

4.9. MICROSCOPIA CONFOCAL PARA LOCALIZACAO DOS COMPONENTES
DO COMPLEXO y-SECRETASE EM EPIMASTIGOTAS DE T. cruzi

Ensaios de imunofluorescéncia em microscopia confocal foram realizados visando
localizar alguns componentes do complexo y-secretase em epimastigotas de 7. cruzi, usando

os soros anti-peptideos produzidos em coelhos (vide se¢do 4.7).
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Epimastigotas de 7. cruzi cepa CL Brener em fase log foram lavados por 2 vezes em PBS
pH 7,4 (1500g, 10 minutos, 25°C) e fixados em PBS pH 7.4 contendo 4% de formaldeido por
10 minutos a temperatura ambiente. Apds 2 novas lavagens em PBS pH 7,4 (10 minutos), a
concentracdo de células foi ajustada para 4,5 x 10° células/mL. 10puL de suspensdo foram
depositados em laminas para imunofluorescéncia, secadas em estufa (37°C overnight),
acondicionadas em papel filtro e conservadas a -20°C até o momento de sua utilizacao.

Para a realizacdo da microscopia confocal, as laminas foram descongeladas a temperatura
ambiente e em seguida lavadas com PBS pH 7.4. Os sitios livres foram bloqueados (caseina
1% em PBS, 15 minutos, 37°C) e as laminas incubadas com soros primario (1:25, 30 min,
37°C) e secundario (1:500, 30 min, 37°C) anti-IgG de coelho conjugado ao fluoréforo Alexa
488 (Invitrogen, Grand Island, USA) ambos em cadmara dmida. Por fim, as 1aminas foram
montadas com DAPI e glicerina tamponada pH 9,0 e fotografadas ao microscépio confocal
modelo TCS SP5 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha).

Para a realizacdo da microscopia com células permeabilizadas, foi realizada uma
incubacdo em tampdao PBS contendo 0,5% de Tween 20 por 5 minutos apds a primeira
lavagem. Neste caso, as solugdes de bloqueio e de diluicio dos anticorpos primério e

secundario continham 0,5% de Tween 20.

4.10. ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA) PARA O DIAGNOSTICO DA
DOENCA DE CHAGAS

Testes de ELISA diagnéstico para Doenga de Chagas foram desenvolvidos utilizando
sequéncias de peptideos selecionadas a partir das proteinas do complexo y-secretase de 7.
cruzi.

Os ensaios foram realizados de acordo com as instrucdes do fabricante da placa revestida
com estreptavidina (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) e peptideos acoplados a biotina (ver item
4.6). Foram avaliados 4 peptideos pertencentes a 2 proteinas diferentes do complexo, numa
concentracao de 2 pg/mL ou com uma mistura dos 4 peptideos (0,5 pug/mL de cada).

Soros de pacientes chagdsicos e de doadores negativos para Doenca de Chagas foram
diluidos (1:50) em PBS contendo 0,5% de Tween 20, assim como o anticorpo secundério
(1:14.000) anti-IgG humano conjugado a peroxidase (Calbiochem, Darmstadt, Alemanha). A
absorbancia do substrato (ABTS Peroxidase Substrate, KPL, Maryland, USA) foi lida a 405
nm. Os valores de corte dos testes (“cut-off’) foram determinados usando a metodologia da
curva ROC [57], de forma a obter simultaneamente os melhores valores de sensibilidade e

especificidade.
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4.11. ANALISE ESTATISTICA

Todas as andlises estatisticas (médias, desvios padrao, variancias, testes t e curvas ROC)

foram realizadas com o software SigmaPlot 10.0 (Systat Software Inc., Chicago, USA).

4.12. NORMAS ETICAS

Este trabalho contou com aprovacio da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-
FIOCRUZ P-0279-P06/0264-05) e da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa-CONEP
(CAAE-0005.011.0000-07)-FIOCRUZ.
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5. RESULTADOS

5.1. ATIVIDADE ENZIMATICA DA FRACAO CZP-I NA PRESENCA DE
INIBIDORES ESPECIFICOS DE PRESENILINA

Para caracterizar a atividade enzimdtica da fragdo CZP-I (presenilina-simile) foram
realizados ensaios usando um substrato peptidico especifico para aspartico proteases e 3
inibidores do complexo 7Y-secretase de mamiferos: L-685,458 ((1S-Benzyl-4R-[1-(1S-
carbamoyl-2-phenethylcarbamoyl)-1S-3-methylbutylcarbamoyl]-2R-hydroxy-5-
phenylpentyl }carbamic Acid fert-butyl Ester)); DAPT (N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)-L-
alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester) e Composto XXI/E ((S,S)-2-[2-(3,5-Difluorophenyl)-
acetylamino]-N-(1-methyl-2-oxo-5-phenyl-2,3-dihydro-1H-benzo[e][ 1,4 ]diazepin-3-yl)-
propionamide)).

A anédlise do perfil cinético indica que a substincia 1.-685,458 foi a tnica capaz de inibir
a atividade de CZP-1 em concentracdes a partir de SUM (Fig. 5.1 A). O composto XXI/E nao
mostrou atividade inibitdria significativa sobre a fracdo CZP-I em nenhuma das concentrag¢des
testadas (Fig. 5.1 B). Além disso, o efeito do DAPT nao foi consistente, uma vez que em
pequenas concentracdes (2iUM) ele apresentou um efeito inibitdério sobre a atividade da fragao,

porém em concentracdes maiores (10uM) foi observado o efeito inverso (Fig. 5.1 C).

25



A L-685,458 B Compound XXI/E
0,22 0,20
0,20 4 0,18 4
018 0.16 -
T 0161 £ 014
c c
= (=]
8 0,14 4 8 0,12 -
Q o
0 0,12 4 o 0,10 4
0,10 1 M .
0,08 1 0,06
0,06 T T T T T T T 0,04 T T T T T T T
[o] 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo (min) Tempo (min)
—e— Controle - (sem enzima) —— Controle - (sem enzima)
—O— Controle + (enzima sem inibidor) —0— Ceontrole + (enzima sem inibidor)
—¥— L-685458 2uM —¥— XXI/E 2uM
—&— L-685,458 S5uM —&— XXIE 5uM
—8— L-685,458 10uM —&— XXI/E 10uM
DAPT
0,18
0,14 4
E 012
c
Q
=]
LA
Q
fal 0,10
0,08 4
0,08 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 80 70
Tempo (min)
—a— Controle - (sem enzima)
—O— Controle + (enzima sem inibidor)
—w— DAPT 2uM
—&— DAPT 5uM
—8— DAPT 10uM

Figura 5.1: Efeito de inibidores do complexo y-secretase sobre a atividade da fragcao CZP-1. A: L-685,458 ((1S-
Benzyl-4R-[1-(1S-carbamoyl-2-phenethylcarbamoyl)-1S-3-methylbutylcarbamoyl]-2R-hydroxy-5-
phenylpentyl}carbamic Acid fert-butyl Ester)); B: Compound XXI/E ((S,S)-2-[2-(3,5-Difluorophenyl)-
acetylamino]-N-(1-methyl-2-oxo0-5-phenyl-2,3-dihydro-1H-benzo[e][ 1 ,4]diazepin-3-yl)-propionamide)); C;
DAPT (N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester). As barras verticais representam
a varidncia das duplicatas para cada ponto.
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5.2. ANALISES IN SILICO DAS SEQUENCIAS PROTEICAS DOS COMPONENTES
DO COMPLEXO y-SECRETASE DO T. cruzi

A busca no banco de dados Uniprot retornou a presenga de 3 proteinas do complexo Y-
secretase em 7. cruzi: presenilina, nicastrina e Aph-1, cujas informagdes estdo sumarizadas
nas tabelas 5.1, 5.2 e 5.3. Nao foi encontrada nenhuma proteina homdéloga a Pen-2 no banco
de dados do T. cruzi. Os alinhamentos das sequéncias das proteinas realizadas através do
servidor Tcoffee sdo mostrados nas figuras 5.2, 5.3 e 5.4

No alinhamento das proteinas presenilinas, € possivel observar que existem regides
altamente conservadas, tais como o sitio ativo, o domino PALP e a maior parte das regides
transmembrana (Fig. 5.2). J4& no alinhamento das proteinas nicastrinas, o dominio
transmembrana pode ser considerado como uma regido de baixa similaridade (Fig. 5.3). Por
fim, no alinhamento das proteinas Aph-1, € possivel notar que a maioria das regides

transmembrana (com excec¢ao de uma) sao bastante conservadas (Fig. 5.4).
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Tabela 5.1: Protefnas homélogas de Trypanosoma cruzi anotadas no banco de dados Uniprot
[http://www.uniprot.org/] como presenilina.

Presenilina
Peso Homologia
Nome da proteina | Codigo de N°de molecular com a
Espécie
encontrada acesso aminodcidos | estimado | presenilina
(kDa) de T. cruzi
Presenilin-like
Trypanosoma aspartic
P Q4CMV5 372 41,627 -
cruzi peptidase,
putative
Presenilin-1 P49768 467 52,668 32%
Homo sapiens
Presenilin-2 P49810 448 50,140 31%
Presenilin hop-1 002100 358 39,865 27%
Caenorhabditis
Presenilin sel-12 P52166 444 50,034 28%
elegans
Presenilin spe-4 Q01608 465 51,830 39%
Drosophila Presenilin
002194 541 59,304 28%
melanogaster homolog
Presenilin-like
protein 064668 453 49,308 36%
Arabidopsis At1g08700
thaliana Presenilin-like
protein Q9SIK7 397 44,012 35%
At2g29900
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| Q4CMV5 |
1001608 |
|064668 |
| Q9SIKT |
|P49768|
|P49810 |

|1Q4CMV5 |
1001608 |
1064668 |
|Q9SIK7|
|P49768|
|P49810|

1Q4CMV5 |
1001608 |
1064668 |
|1Q9SIK7|
|P49768|
|P49810|

| Q4CMVS5 |
1001608 |
|064668 |
| Q9SIKT |
|P49768|
|P49810 |

1Q4CMVS5 |
1001608 |
1064668 |
|1Q9SIK7|
|P49768|
|P49810|

| Q4CMVS5 |
1001608 |
1064668 |
| Q9SIKT |
|P49768|
|P49810 |

| Q4CMV5 |
1001608 |
|064668 |
| Q9SIKT |
|P49768|
|P49810 |

1Q4CMV5 |
1001608 |
1064668 |
|1Q9SIK7|
|P49768|
|P49810|

Figura 5.2: Alinhamento das sequéncias de presenilinas
sequéncia homoéloga presente no genoma de 7. cruzi. As regides marcadas nos retingulos representam as regides
transmembrana das proteinas exceto a de 7. cruzi. Em cinza, estio marcadas as regides conservadas
caracteristicas da familia A22 das aspdrtico proteases (sitio ativo e dominio PALP). Os niimeros a esquerda
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representam os c6digos de acesso da base de dados Uniprot.
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Tabela 5.2: Proteinas homélogas de Trypanosoma cruzi anotadas no banco de dados Uniprot
[http://www.uniprot.org/] como nicastrina.

Nicastrina
Porcentagem
Peso
) de homologia
Nome da proteina | Cdédigo de N°de molecular
Espécie com a
encontrada acesso aminodcidos | estimado | .
nicastrina de
(kDa)
T. cruzi
Putative
Trypanosoma
uncharacterized Q4DEM3 728 79,777 -
cruzi )
protein
Homo sapiens Nicastrin Q92542 709 78,411 27%
Arabidopsis
Nicastrin Q8GUMS5 676 73,007 24%
thaliana
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Figura 5.3: Alinhamento das sequéncias de nicastrinas conhecidas de A. thaliana e humana com a sequéncia
homdloga presente no genoma de 7. cruzi. A regido marcada no retangulo representa as regides transmembrana
das proteinas exceto a de 7. cruzi. Os nimeros a esquerda representam os cédigos de acesso da base de dados
Uniprot.
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Tabela 5.3: Proteinas homélogas de Trypanosoma cruzi anotadas no banco de dados Uniprot

[http://www.uniprot.org/] como Aph-1.

Aph-1

Peso Porcentagem
Nome da proteina | Codigo de N°de molecular | de homologia
Espécie
encontrada acesso aminodcidos | estimado | com a Aph-1
(kDa) de T. cruzi
Putative
Trypanosoma
uncharacterized Q4EOK9 396 43,749 -
cruzi
protein
Gamma-secretase
Homo sapiens Q8WWwW43 257 28,460 22%
subunit APH-1b
P e O T T S e e O S I N el
10 20 30 40 50 70 80
| Q4EOKO | MHLTGMLGCG LLLYAPLLIA SFAATATHPQ LLLLALSVVL VALVGPFISG VLYLVMKPV- —————-—-——— A LLPLLILVDV
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170 180 190 200 210 220 230 240
| Q4EOK9 | CPRLPLLMHS TLQAFTLLILC QVAWAVMTGQ AVTALQKLQQ PQKAWRRLLL FYRVNTSKKK LPAVDELEPL RGSPDTQINV
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Figura 5.4: Alinhamento da sequéncia de Aph-1b humana conhecida com a sequéncia homdloga presente no
genoma de 7. cruzi. As regides marcadas nos retdngulos representam as regides transmembrana da proteina
humana. Os nimeros a esquerda representam os c6digos de acesso da base de dados Uniprot.

Com o objetivo de obter mais informagdes que ajudassem na predi¢do da estrutura das

proteinas identificadas na base de dados do 7. cruzi, foram feitos graficos de hidropaticidade

das 3 proteinas (codigos de acesso da base de dados Uniprot: Q4CMVS5, Q4DEM3 e

Q4EOK9) usando a ferramenta ProtScale, disponivel online (vide secdo 4.4) (Figs. 5.5 A, Be

C). Nesta metodologia, sdo atribuidos valores positivos ou negativos para as regioes protéicas.

Valores negativos representam regides hidrofilicas; valores positivos (especialmente acima de
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1.0) representam regides hidrofébicas e, consequentemente, com maior probabilidade de
serem transmembrana.

E possivel observar no gréfico da presenilina (Fig. 5.5 A) a presenca de 9 regides
altamente hidrofébicas, incluindo duas contendo os residuos de Asp preditos como
componentes do sitio ativo da enzima. No grafico da nicastrina (Fig. 5.5 B) nota-se a presenca
de uma regido altamente hidrofébica préxima a regido C-terminal da proteina. Por fim, o
grifico montado com a sequéncia correspondente a Aph-1 indica a presenca de 7 regides
hidrofébicas.

A predicdo da estrutura tercidria da presenilina do 7. cruzi foi realizada pelo servidor
LOMETS. Como apenas o fragmento C-terminal da presenilina humana esta disponivel na

base de dados PDB (http://www.pdb.org/pdb/home/home.do ; PDB ID: 2kr6), este foi usado

como molde para a predicdo da estrutura tridimensional da porcao homoéloga da enzima do 7.
cruzi (residuos 226 a 372). E possivel observar a presenca de uma grande regidio sem estrutura
secundéria definida (“coil”), homodloga ao loop citosdlico presente entre as regides
transmembrana 6 e 7 da presenilina humana. Além disso, hd a formacgdo de algumas estruturas

em o-hélice e auséncia de estruturas em folha-f (Fig. 5.6).
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Figura 5.5: Perfis de hidropaticidade das proteinas presenilina (A), nicastrina (B) e Aph-1 (C) de T. cruzi. As
circunferéncias em vermelho destacam regides altamente hidrofébicas que possuem propensdo a serem regides
transmembrana. As setas em (A) indicam a posicdo dos residuos de Asp que compdem o sitio ativo da enzima
presenilina.

34



Figura 5.6: Localizacdo dos epitopos da presenilina de T. cruzi, préximos ao centro ativo. A estrutura 3D da
porcdo c-terminal (residuos 226 a 372) foi gerada usando o servidor LOMETS. Em vermelho, destaca-se o
residuo de Asp do dominio GLGDF que compde o centro ativo. Em roxo e azul estdo marcados os epitopos
identificados neste estudo pelo microarranjo de peptideos (PRE-1 e PRE-2, respectivamente; vide Tab. 5.4).

5.3 IDENTIFICACAO DOS EPITOPOS B-LINEARES DAS PROTEINAS DO
COMPLEXO y-SECRETASE DO T. CRUZI

A caracterizag@o dos determinantes antigénicos (epitopos B) das 3 proteinas do complexo
v-secretase identificadas em 7. cruzi (presenilina, nicastrina e Aph-1) foi realizada através da
técnica de Spot-Synthesis, usando uma biblioteca de 73 peptideos para presenilina, 146 para
nicastrina e 78 para Aph-1b e um pool (n=8) de soros de pacientes chagdsicos previamente
caracterizados por diferentes metodologias. Estes estudos identificaram 10, 5 e 10 epitopos

nas proteinas presenilina, nicastrina e Aph-1b, respectivamente (Figs. 5.7, 5.8 € 5.9).
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Sequéncia Sequéncia Sequéncia
HI1 M-Q-Q-K-I-P-I-D-G-V-A-F-L-L 11 D-L-F-C-T-R-F-Q-I-P-Y-D-F-I J1 P-P-G-E-D-M-H-T-R-D-G-P-R-E
H2 P-1-D-G-V-A-F-L-L-G-R-R-I-A 12 R-F-Q-1-P-Y-D-F-I-T-S-S-F-L J2 M-H-T-R-D-G-P-R-E-N-N-S-S-N
H3 A-F-L-L-G-R-R-I-A-A-L-L-V-P 13 Y-D-F-I-T-S-S-F-L-L-W-N-A-G J3 G-P-R-E-N-N-S-S-N-D-A-D-S-K
H4 R-R-I-A-A-L-L-V-P-V-F-A-C-M 14 S-S-F-L-L-W-N-A-G-I-V-G-L-V J4 N-S-S-N-D-A-D-S-K-T-S-S-Q-M
H5 L-L-V-P-V-F-A-C-M-L-L-V-S-W 15 W-N-A-G-I-V-G-L-V-S-I-F-Y-Y J5 A-D-S-K-T-S-S-Q-M-T-S-V-P-R
H6 F-A-C-M-L-L-V-S-W-S-V-L-N-L 16 V-G-L-V-S-I-F-Y-Y-A-H-P-V-L J6 S-S-Q-M-T-S-V-P-R-L-Y-Y-A-L
H7 L-V-S-W-S-V-L-N-L-S-S-L-I-A 17 I-F-Y-Y-A-H-P-V-L-A-Q-V-L J7 S-V-P-R-L-Y-Y-A-L-D-R-S-P-F
H8 V-L-N-L-S-S-L-I-A-D-Q-Q-F-S 18 H-P-V-L-A-Q-V-Y-L-V-V-V-S-V J8 Y-Y-A-L-D-R-S-P-F-K-L-G-L-G
H9 S-L-I-A-D-Q-Q-F-S-P-I-F-S-F 19 Q-V-Y-L-V-V-V-S-V-I-V-G-W-§ J9 R-S-P-F-K-L-G-L-G-D-F-I-F-Y
H10 Q-Q-F-S-P-I-F-S-F-M-D-E-E-A 110 V-V-S-V-I-V-G-W-S-M-T-F-F-S J10 L-G-L-G-D-F-I-F-Y-S-V-L-S-A
Hl11 I-F-S-F-M-D-E-E-A-H-D-T-I-R 111 V-G-W-S-M-T-F-F-S-E-W-S-T-W J11 F-I-F-Y-S-V-L-S-A-R-A-A-L-Y
H12 D-E-E-A-H-D-T-I-R-S-K-I-G-S 112 T-F-F-S-E-W-S-T-W-S-M-L-V-F J12 V-L-S-A-R-A-A-L-Y-A-F-M-P-W
H13 D-T-I-R-S-K-I-G-S-S-I-V-N-A 113 W-S-T-W-S-M-L-V-F-V-A-L-Y-D J13 A-A-L-Y-A-F-M-P-W-A-A-S-T-V
H14 K-I-G-S-S-I-V-N-A-L-I-L-V-A 114 M-L-V-F-V-A-L-Y-D-M-V-A-V-L J14 F-M-P-W-A-A-S-T-V-A-V-C-F-G
H15 I-V-N-A-L-I-L-V-A-M-L-T-V-M 115 A-L-Y-D-M-V-A-V-L-S-P-R-G-P J15 A-S-T-V-A-V-C-F-G-L-V-A-T-L
H16 I-L-V-A-M-L-T-V-M-T-F-L-M-V 116 V-A-V-L-S-P-R-G-P-L-K-M-L-I J16 V-C-F-G-L-V-A-T-L-T-M-L-L-M
HI17 L-T-V-M-T-F-L-M-V-L-L-Y-A-C 117 P-R-G-P-L-K-M-L-I-Q-I-A-E-K J17 V-A-T-L-T-M-L-L-M-Y-K-S-R-F
H18 F-L-M-V-L-L-Y-A-C-H-C-E-K-V 118 K-M-L-I-Q-I-A-E-K-R-N-E-P-L J18 M-L-L-M-Y-K-S-R-F-P-A-L-P-A
H19 L-Y-A-C-H-C-E-K-V-L-F-A-V-L 119 I-A-E-K-R-N-E-P-L-P-G-F-V-Y J19 K-S-R-F-P-A-L-P-A-L-P-I-S-1
H20 C-E-K-V-L-F-A-V-L-F-F-S-A-G 120 N-E-P-L-P-G-F-V-Y-N-S-N-A-N J20 A-L-P-A-L-P-I-S-I-C-F-G-V-A
H21 F-A-V-L-F-F-S-A-G-F-T-L-F-F 121 G-F-V-Y-N-S-N-A-N-P-S-M-Q-K J21 P-1-S-1-C-F-G-V-A-V-F-F-L-Y
H22 F-S-A-G-F-T-L-F-F-M-T-W-M-W 122 S-N-A-N-P-S-M-Q-K-A-E-R-V-G J22 F-G-V-A-V-F-F-L-Y-R-F-V-V-T
H23 T-L-F-F-M-T-W-M-W-M-D-L-F-C 123 S-M-Q-K-A-E-R-V-G-V-P-P-G-E J23 F-F-L-Y-R-F-V-V-T-P-L-D-Y-F
H24 T-W-M-W-M-D-L-F-C-T-R-F-Q-I 124 E-R-V-G-V-P-P-G-E-D-M-H-T-R J24 F-V-V-T-P-L-D-Y-F-A-A-L-S-V
K1 T-P-L-D-Y-F-A-A-L-S-V-L-A-L

Figura 5.7: Reatividade dos peptideos sintéticos produzidos a partir da sequéncia da presenilina de 7. cruzi pela
técnica de Spot Synthesis frente a um pool (n=8) de soros de pacientes chagdsicos por quimiluminescéncia. A:
membrana revelada. As sequéncias consideradas antigénicas estdo marcadas nos retangulos; B: griafico da
intensidade de sinal dos spots produzidos. Foram consideradas antigé€nicas as sequéncias com reatividades acima
de 50%; C: sequéncias dos peptideos sintetizados na membrana.
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C Sequéncia Sequéncia Sequéncia
F1 M-L-R-R-R-M-V-C-M-G-G-C-P-R HI1 P-S-A-A-T-S-S-S-G-P-A-N-S-D J1 E-L-E-M-E-K-S-G-V-R-R-A-S-T
F2 M-V-C-M-G-G-C-P-R-G-P-T-E-W H2 S-S-S-G-P-A-N-S-D-W-T-A-L-M J2 K-S-G-V-R-R-A-S-T-T-R-L-P-Y
F3 G-C-P-R-G-P-T-E-W-T-S-I-F-V H3 A-N-S-D-W-T-A-L-M-N-A-A-G-F J3 R-A-S-T-T-R-L-P-Y-S-P-I-T-T
F4 P-T-E-W-T-S-1-F-V-L-W-I-A-A H4 T-A-L-M-N-A-A-G-F-N-R-I-H-W J4 R-L-P-Y-S-P-I-T-T-L-L-D-L-L
F5 S-I-F-V-L-W-1-A-A-W-L-M-T-C HS5 A-A-G-F-N-R-I-H-W-A-E-G-R-R J5 P-I-T-T-L-L-D-L-L-P-A-V-M-A
F6 W-I-A-A-W-L-M-T-C-G-A-T-A-E H6 R-I-H-W-A-E-G-R-R-Y-P-Q-N-V J6 L-D-L-L-P-A-V-M-A-G-E-K-V-F
F7 L-M-T-C-G-A-T-A-E-R-G-F-S-G H7 E-G-R-R-Y-P-Q-N-V-L-E-T-R-N J7 A-V-M-A-G-E-K-V-F-L-T-L-T-R
F8 A-T-A-E-R-G-F-S-G-D-I-P-P-A H8 P-Q-N-V-L-E-T-R-N-G-M-S-L-A J8 E-K-V-F-L-T-L-T-R-Y-N-T-T-F
F9 G-F-S-G-D-1-P-P-A-P-H-D-A-A H9 E-T-R-N-G-M-S-L-A-E-L-L-S-S J9 T-L-T-R-Y-N-T-T-F-A-N-P-D-V
F10 I-P-P-A-P-H-D-A-A-Y-A-A-Y-F HI10 M-S-L-A-E-L-L-S-S-P-T-R-V-R J10 N-T-T-F-A-N-P-D-V-F-T-V-V-D
F11 H-D-A-A-Y-A-A-Y-F-R-N-Y-P-1 HI11 L-L-S-S-P-T-R-V-R-S-C-L-E-G JI1 N-P-D-V-F-T-V-V-D-K-T-A-E-H
F12 A-A-Y-F-R-N-Y-P-I-V-R-P-C-1 H12 T-R-V-R-S-C-L-E-G-P-S-P-S-C J12 T-V-V-D-K-T-A-E-H-S-A-L-R-P
F13 N-Y-P-I-V-R-P-C-I-M-K-A-V-F HI13 C-L-E-G-P-S-P-S-C-V-P-L-S-G J13 T-A-E-H-S-A-L-R-P-A-S-V-A-E
F14 R-P-C-I-M-K-A-V-F-M-A-V-K-S H14 S-P-S-C-V-P-L-S-G-W-T-V-W-T J14 A-L-R-P-A-S-V-A-E-A-A-D-V-M
F15 K-A-V-F-M-A-V-K-S-D-D-Q-S-N HI15 P-L-S-G-W-T-V-W-T-S-T-A-D-M J15 S-V-A-E-A-A-D-V-M-L-R-V-L-L
F16 A-V-K-S-D-D-Q-S-N-N-S-V-A-Y H16 T-V-W-T-S-T-A-D-M-R-W-E-W-N J16 A-D-V-M-L-R-V-L-L-P-P-T-Q-N
F17 D-Q-S-N-N-S-V-A-Y-R-G-C-S-1 H17 T-A-D-M-R-W-E-W-N-E-T-S-L-N J17 R-V-L-L-P-P-T-Q-N-A-A-E-T-P
F18 S-V-A-Y-R-G-C-S-I-A-D-N-A-V HI18 W-E-W-N-E-T-S-L-N-F-E-K-K-T J18 P-T-Q-N-A-A-E-T-P-P-V-T-S-V
F19 G-C-S-1-A-D-N-A-V-A-P-H-G-L HI19 T-S-L-N-F-E-K-K-T-R-K-G-A-V J19 A-E-T-P-P-V-T-S-V-N-R-S-L-V
F20 D-N-A-V-A-P-H-G-L-L-L-L-H-A H20 E-K-K-T-R-K-G-A-V-A-L-L-V-A J20 V-T-S-V-N-R-S-L-V-E-Q-L-W-G
F21 P-H-G-L-L-L-L-H-A-T-E-V-A-Q H21 K-G-A-V-A-L-L-V-A-S-T-A-V-S J21 R-S-L-V-E-Q-L-W-G-C-F-T-E-N
F22 L-L-H-A-T-E-V-A-Q-A-S-M-D-G H22 L-L-V-A-S-T-A-V-S-L-V-Q-D-A J22 Q-L-W-G-C-F-T-E-N-L-Q-C-K-F
F23 E-V-A-Q-A-S-M-D-G-C-E-D-N-A H23 T-A-V-S-L-V-Q-D-A-T-P-G-A-D J23 F-T-E-N-L-Q-C-K-F-L-S-A-P-N
F24 S-M-D-G-C-E-D-N-A-P-S-L-Q-D H24 V-Q-D-A-T-P-G-A-D-C-P-A-S-A J24 Q-C-K-F-L-S-A-P-N-D-V-A-E-F
Gl E-D-N-A-P-S-L-Q-D-I-I-R-G-L 11 P-G-A-D-C-P-A-S-A-I-V-A-T-L K1 S-A-P-N-D-V-A-E-F-M-A-P-D-Y
G2 S-L-Q-D-I-I-R-G-L-S-1-P-D-T 12 P-A-S-A-1-V-A-T-L-S-V-L-E-A K2 V-A-E-F-M-A-P-D-Y-S-V-G-E-M
G3 I-R-G-L-S-1-P-D-T-V-F-S-S-G 13 V-A-T-L-S-V-L-E-A-L-R-R-V-G K3 A-P-D-Y-S-V-G-E-M-A-N-S-R-1
G4 [-P-D-T-V-F-S-S-G-1-G-L-V-L 14 V-L-E-A-L-R-R-V-G-G-D-D-S-R K4 V-G-E-M-A-N-S-R-I-T-D-T-Q-A
G5 F-S-S-G-I-G-L-V-L-S-T-R-D-K 15 R-R-V-G-G-D-D-S-R-D-V-Y-A-F K5 N-S-R-I-T-D-T-Q-A-A-I-E-A-A
G6 G-L-V-L-S-T-R-D-K-D-D-Y-E-E 16 D-D-S-R-D-V-Y-A-F-F-F-P-G-E K6 D-T-Q-A-A-I-E-A-A-L-H-R-I-G
G7 T-R-D-K-D-D-Y-E-E-G-G-R-E-N 17 V-Y-A-F-F-F-P-G-E-H-V-G-S-V K7 I-E-A-A-L-H-R-I-G-W-T-D-V-A
G8 D-Y-E-E-G-G-R-E-N-R-V-K-T-N 18 F-P-G-E-H-V-G-S-V-G-S-A-R-F K8 H-R-I-G-W-T-D-V-A-R-S-P-A-V
G9 G-R-E-N-R-V-K-T-N-T-Q-Y-D-M 19 V-G-S-V-G-S-A-R-F-1-S-D-A-T K9 T-D-V-A-R-S-P-A-V-P-K-S-L-R
G10 V-K-T-N-T-Q-Y-D-M-T-C-F-L-A 110 S-A-R-F-I-S-D-A-T-M-L-E-C-V K10 S-P-A-V-P-K-S-L-R-I-P-H-G-D
Gl1 Q-Y-D-M-T-C-F-L-A-A-V-Q-H-Y 111 S-D-A-T-M-L-E-C-V-H-A-G-L-S K11 K-S-L-R-I-P-H-G-D-W-G-A-T-W
GI2 C-F-L-A-A-V-Q-H-Y-N-A-V-A-N 112 L-E-C-V-H-A-G-L-S-N-C-T-A-L K12 P-H-G-D-W-G-A-T-W-E-Q-D-R-D
Gl13 V-Q-H-Y-N-A-V-A-N-K-H-T-Q-G 113 A-G-L-S-N-C-T-A-L-A-Y-K-E-K K13 G-A-T-W-E-Q-D-R-D-W-M-R-L-H
Gl14 A-V-A-N-K-H-T-Q-G-L-M-P-P-1 114 C-T-A-L-A-Y-K-E-K-L-N-F-T-T K14 Q-D-R-D-W-M-R-L-H-N-D-S-R-Y
Gl15 H-T-Q-G-L-M-P-P-I-T-A-V-A-F 115 Y-K-E-K-L-N-F-T-T-V-D-F-N-A K15 M-R-L-H-N-D-S-R-Y-E-L-H-V-M
Gl6 M-P-P-I-T-A-V-A-F-S-D-D-N-R 116 N-F-T-T-V-D-F-N-A-I-D-T-F-L K16 D-S-R-Y-E-L-H-V-M-S-F-W-R-G
Gl17 A-V-A-F-S-D-D-N-R-C-C-R-F-S 117 D-F-N-A-I-D-T-F-L-V-V-D-Q-V K17 L-H-V-M-S-F-W-R-G-N-I-G-A-R
G188 D-D-N-R-C-C-R-F-S-G-D-R-R-S 118 D-T-F-L-V-V-D-Q-V-A-Y-Q-D-A K18 F-W-R-G-N-I-G-A-R-S-T-M-V-G
G19 C-R-F-S-G-D-R-R-S-G-E-E-L-L 119 V-D-Q-V-A-Y-Q-D-A-P-L-Y-Y-H K19 1-G-A-R-S-T-M-V-G-S-D-T-V-A
G20 D-R-R-S-G-E-E-L-L-L-P-R-E-V 120 Y-Q-D-A-P-L-Y-Y-H-V-D-S-R-V K20 T-M-V-G-S-D-T-V-A-L-I-F-L-M
G21 E-E-L-L-L-P-R-E-V-R-S-V-Y-D 121 L-Y-Y-H-V-D-S-R-V-G-K-T-G-S K21 D-T-V-A-L-I-F-L-M-L-S-I-T-A
G22 P-R-E-V-R-S-V-Y-D-F-V-I-L-Y 122 D-S-R-V-G-K-T-G-S-A-Q-Q-Q-K K22 I-F-L-M-L-S-I-T-A-T-1-S-L-T
G23 S-V-Y-D-F-V-I-L-Y-F-P-S-A-A 123 K-T-G-S-A-Q-Q-Q-K-A-E-L-E-M K23 S-I-T-A-T-I-S-L-T-L-C-I-H-V
G24 V-I-L-Y-F-P-S-A-A-T-S-S-S-G 124 Q-Q-Q-K-A-E-L-E-M-E-K-S-G-V K24 T-1-S-L-T-L-C-I-H-V-C-V-R-K

Figura 5.8: Reatividade dos peptideos sintéticos produzidos a partir da sequéncia da nicastrina de 7. cruzi pela
técnica de Spot Synthesis frente a um pool (n=8) de soros de pacientes chagdsicos por quimiluminescéncia. A:
membrana revelada. As sequéncias consideradas antigé€nicas estdo marcadas nos retangulos; B: grafico da
intensidade de sinal dos spots produzidos. Foram consideradas antigénicas as sequéncias com reatividades acima
de 70%; C: sequéncias dos peptideos sintetizados na membrana.
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114 L-S-V-V-L-V-A-L-V-G-P-F-I-S J16 L-L-L-C-Q-V-A-W-A-V-M-T-G-Q K18 D-D-G-G-S-Q-P-L-L-P-P-R-E-Q
115 V-A-L-V-G-P-F-I-S-G-V-L-Y-L J17 V-A-W-A-V-M-T-G-Q-A-V-T-A-L K19 Q-P-L-L-P-P-R-E-Q-E-E-T-Q-L
116 P-F-I-S-G-V-L-Y-L-V-M-K-P-V J18 M-T-G-Q-A-V-T-A-L-Q-K-L-Q-Q K20 P-R-E-Q-E-E-T-Q-L-P-E-P-T-L
117 V-L-Y-L-V-M-K-P-V-A-L-L-P-L J19 V-T-A-L-Q-K-L-Q-Q-P-Q-K-A-W K21 E-T-Q-L-P-E-P-T-L-L-R-S-K-P
118 M-K-P-V-A-L-L-P-L-L-I-L-V-D 120 K-L-Q-Q-P-Q-K-A-W-R-R-L-L-L K22 E-P-T-L-L-R-S-K-P-L-L-A-V-A
119 L-L-P-L-L-I-L-V-D-V-T-V-T-E 121 Q-K-A-W-R-R-L-L-L-F-Y-R-V-N K23 R-S-K-P-L-L-A-V-A-S-L-L-A-P
120 I-L-V-D-V-T-V-T-E-F-L-R-V-W 122 R-L-L-L-F-Y-R-V-N-T-S-K-K-K K24 L-A-V-A-S-L-L-A-P-F-L-L-H-L
121 T-V-T-E-F-L-R-V-W-L-L-F-T-L 123 Y-R-V-N-T-S-K-K-K-L-P-A-V-D L1 L-L-A-P-F-L-L-H-L-L-F-A-M-F
122 L-R-V-W-L-L-F-T-L-Y-R-V-E-§ 124 S-K-K-K-L-P-A-V-D-E-L-E-P-L L2 L-L-H-L-L-F-A-M-F-S-L-F-N-S
123 L-F-T-L-Y-R-V-E-S-V-T-R-S-Y K1 P-A-V-D-E-L-E-P-L-R-G-S-P-D L3 F-A-M-F-S-L-F-N-S-G-A-Y-N-K
124 R-V-E-S-V-T-R-S-Y-G-Q-L-L-V K2 L-E-P-L-R-G-S-P-D-T-Q-I-N-V L4 L-F-N-S-G-A-Y-N-K-A-T-Q-K-E
J1 T-R-S-Y-G-Q-L-L-V-A-S-P-M-R K3 G-S-P-D-T-Q-I-N-V-E-T-P-P-Q L5 A-Y-N-K-A-T-Q-K-E-V-P-R-R-G
]2 Q-L-L-V-A-S-P-M-R-F-A-L-V-S K4 Q-I-N-V-E-T-P-P-Q-Q-K-K-R-E L6 T-Q-K-E-V-P-R-R-G-C-V-I-S-L
13 S-P-M-R-F-A-L-V-S-A-A-V-G-C K5 T-P-P-Q-Q-K-K-R-E-E-A-P-P-L L7 P-R-R-G-C-V-I-S-L-P-L-Q-A-S
J4 A-L-V-S-A-A-V-G-C-G-F-G-T-I K6 K-K-R-E-E-A-P-P-L-V-T-H-I-S L8 V-I-S-L-P-L-Q-A-S-V-T-A-I-S
J5 A-V-G-C-G-F-G-T-I-S-V-L-R-G K7 A-P-P-L-V-T-H-I-S-E-D-E-E-P L9 L-Q-A-S-V-T-A-I-S-L-L-W-M-A
J6 F-G-T-1-S-V-L-R-G-A-G-T-L-F K8 T-H-I-S-E-D-E-E-P-H-R-V-C-P L10 T-A-I-S-L-L-W-M-A-G-I-I-H-V
J7 V-L-R-G-A-G-T-L-F-D-S-T-Q-R K9 D-E-E-P-H-R-V-C-P-R-E-W-V-D L11 L-W-M-A-G-I-I-H-V-E-R-A-R-A
J8 G-T-L-F-D-S-T-Q-R-M-T-F-Y-T K10 R-V-C-P-R-E-W-V-D-N-T-E-Q-R L12 M-A-G-I-I-H-V-E-R-A-R-A-A-C

Figura 5.9: Reatividade dos peptideos sintéticos produzidos a partir da sequéncia da Aph-1 de 7. cruzi pela
técnica de Spot Synthesis frente a um pool (n=8) de soros de pacientes chagdsicos por quimiluminescéncia. A:
membrana revelada. As sequéncias consideradas antigénicas estdo marcadas nos retangulos; B: griafico da
intensidade de sinal dos spots produzidos. Foram consideradas antigénicas as sequéncias com reatividades acima
de 50%; C: sequéncias dos peptideos sintetizados na membrana.
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5.4. PRODUCAO E ESPECIFICIDADE DOS ANTI-SOROS MONOESPECIFICOS

Juntando as informacdes da técnica de Spot Synthesis com outros parametros fisico-
quimicos — tais como estrutura secunddria, peso molecular e carga liquida — foram
selecionados 4 epitopos para sintese em fase sélida (2 de presenilina e 2 de nicastrina) (Tab.

5.4).

Tabela 5.4: Propriedades fisico-quimicas dos peptideos sintetizados neste trabalho

Carga
Peso
Codigo liquida Grau de
Proteina molecular
do Sequéncia estimada hidropati-
original estimado
peptideo em pH cidade
(Da)
7,0
NIC-1 | Nicastrina SLQDIRGLSIPDT 1527.7 -1,1 0.129
NIC-2 | Nicastrina KSLRIPHGDWGATW | 1623.8 1,2 -0.764
PRE-1 | Presenilina | FIFYSVLSAR 1202.4 0,9 1.250
PRE-2 | Presenilina | SVPRLYYALDRSP 1536.7 0,9 -0.485

Apo6s a inoculagdo em coelhos, a reatividade dos soros produzidos frente aos peptideos
foi avaliada por ELISA e pela técnica de Cellu-spot. Dos 4 coelhos imunizados, os soros de 3
foram capazes de reconhecer os respectivos peptideos inoculados, enquanto que 1 nao

apresentou reatividade frente ao respectivo peptideo (Fig 5.10).
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Figura 5.10: Reatividade dos soros de coelho anti-peptideos de nicastrina (NIC-1 e NIC-2) e presenilina (PRE-1
e PRE-2) avaliados por ELISA (A) e Cellu-spot (B). As barras verticais (A) representam a média + DP das
duplicatas de cada diluicdo. Cada lamina do Cellu-spot (B) contém os peptideos (NIC-1, NIC-2, PRE-1 ou PRE-
2) aderidos a membrana celuldsica incubados com o respectivo anti-soro (1* e 2* linhas: respectivo peptideo; 3?
linha: controle positivo BSA).
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5.5. SDS-PAGE E WESTERN BLOTTING

A andlise por eletroforese (SDS-PAGE) sob condi¢des de reducdo da fracdo detergente
(CZP-]) evidenciou a presenca de 4 bandas majoritdrias, de peso molecular aproximado de
240, 56, 48 e 34 kDa. Na fracdo solivel (CZP-II) foram evidentes também 4 bandas

majoritarias, porém de pesos moleculares aparentes de 56, 52, 37 e 34 kDa (Fig. 5.11).

extrato
total CZpP1 CZrII

225-

102 -

52-

38-

24

Figura 5.11: Perfis eletroforéticos das fra¢des detergente (CZP-I) e solivel (CZP-II) obtidas apds cromatografia
em coluna de pepstatina-agarose (gel de 10% corado com prata). As setas indicam as bandas evidenciadas em
cada fracgdo protéica.

A anélise por immunoblotting com o soro anti-peptideo de presenilina produzido revelou
a marcagdo de uma unica banda de peso molecular aproximado de 48 kDa na fragdo CZP-1.
Quando o soro anti-peptideo de nicastrina foi utilizado, a banda de 48 kDa foi fracamente
marcada. Nao foram reveladas bandas na fracio CZP-II com nenhum dos 2 soros utilizados

(Fig. 5.12).
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SORO anti-presenilina anti-nicastrina

i extrato extrato
FRACAO  (4tal CZPI CZP-II  total CIP-I CZPII

150 -

76 -

38 -

Figura 5.12: Anélise por immunoblotting das fracdes CZP-I (detergente) e CZP-II (solivel) resolvidas por SDS-
PAGE. As setas indicam as bandas reconhecidas pelos anti-soros (anti-presenilina = anti-peptideo PRE-2 e anti-
nicastrina = anti-peptideo NIC-1) em cada fracdo protéica.

5.6. LOCALIZACAO CELULAR DO COMPLEXO y-SECRETASE EM
EPIMASTIGOTAS POR MICROSCOPIA CONFOCAL

A localizacao celular do complexo y-secretase em epimastigotas de 7. cruzi foi realizada
por microscopia confocal usando os soros anti-peptideo PRE-2 de presenilina e anti-peptideo
NIC-1 de nicastrina. Em células aderidas sobre laminas € possivel notar pontos fluorescentes
de reacdo antigeno-anticorpo mais intensos na por¢do anterior da célula (préximo a bolsa
flagelar e na porcdo mediana (préxima ao nucleo), sendo coincidentes com ambos 0s Soros
(Fig. 5.13).

Usando células permeabilizadas (0,5% Tween 20) pode ser evidenciado o mesmo padrdo
de marcacdo fluorescente com ambos os soros, porém de maior intensidade (Fig. 5.14). Estes
resultados sugerem que uma maior acessibilidade dos anticorpos aos seus antigenos € obtida

usando células permeabilizadas, fato que estd de acordo com sua associacdo com membranas.

41



————
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Figura 5.13: Imunofluorescéncia confocal usando soros de coelho anti-nicastrina (epitopo NIC-1) e anti-
presenilina (epitopo PRE-2) e epimastigotas de 7. cruzi ndo permeabilizados. A, C e E: células observadas em
contraste de fase. B: controle negativo (soro de coelho ndo imunizado); C: soro anti-presenilina; F: soro anti-
nicastrina. As marcagdes positivas sdo mostradas em verde e as organelas ricas em 4cidos nucléicos (nicleo e
cinetoplasto) sdo mostradas em azul (coradas com DAPI). Barras = 10um. Aumento de 630x.

42



Figura 5.14: Imunofluorescéncia confocal usando soros de coelho anti-nicastrina (epitopo NIC-1) e anti-
presenilina (epitopo PRE-2) e epimastigotas de 7. cruzi permeabilizados (0,5% Tween 20). A, C e E: células
observadas em contraste de fase. B: controle negativo (soro de coelho ndo imunizado); C: soro anti-presenilina;
F: soro anti-nicastrina. As marcac¢des positivas sdo mostradas em verde e as organelas ricas em 4cidos nucléicos
(ntcleo e cinetoplasto) sdo mostradas em azul (coradas com DAPI). Barras = 10um. Aumento de 630x.




5.7. DESENVOLVIMENTO DE TESTE DIAGNOSTICO PARA DOENCA DE
CHAGAS POR ELISA

Os peptideos PRE-1 e 2 de presenilina e NIC-1 e 2 de nicastrina de 7. cruzi foram
biotinilados e imobilizados em placas de 96 pocos revestidas com estreptavidina e sua
reatividade frente a soros humanos foi avaliada pela técnica de ELISA. Os resultados obtidos
usando-se 88 soros humanos positivos € 95 soros humanos negativos (vide secdo 4.1)

previamente selecionados por outras diferentes metodologias estdo apresentados na Figura

5.15 e na Tabela 5.5.
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Figura 5.15: Valores de DO obtidos individualmente com cada um dos soros testados nas diferentes
configuracdes dos testes de ELISA. Foram usados os peptideos de nicastrina (NIC-1 ou 2) e presenilina (PRE-1
ou 2) de T. cruzi, independentemente ou em conjunto.

Tabela 5.5: Resultados obtidos nos testes de ELISA com os peptideos selecionados das proteinas nicastrina
(NIC-1 e 2) e presenilina (PRE-1 e 2) de T. cruzi pela técnica de Spot Synthesis.

Peptideo DO dos soros positivos a 405 nm | DO dos soros negativos a 405 nm
NIC-1 0,743 + 0,34 0,515 +0,33
NIC-2 0,775 £ 0,30 0,512 + 0,30
PRE-1 0,789 + 0,32 0,522 + 0,33
PRE-2 0,712 £ 0,34 0,487 + 0,33
4 peptideos juntos 0,858 + 0,34 0,554 + 0,33

OBS: Os valores representam a média + DP das duplicatas dos soros testados. Nos cinco sistemas, a diferenca da
DO entre os grupos positivos e negativos foi considerada significativa (p < 0,01)
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A andlise dos resultados realizada pela técnica da curva ROC mostrou que os testes
apresentaram desempenhos parecidos, sendo o melhor resultado obtido quando os 4 peptideos
foram usados simultaneamente (Fig. 5.16). Foram estabelecidos pontos de corte (“cut-offs”)
para cada teste de forma a obter simultaneamente os valores mais altos de sensibilidade e

especificidade,cujos resultados sao mostrados na Tabela 5.6.
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Figura 5.16: Especificidade e sensibilidade dos testes de ELISA avaliados através das curvas ROC. A anilise
estatistica construida para as 5 configuracdes de ELISA realizadas (cada peptideo independente e com os 4
juntos), conjuntamente com o cdlculo da drea sob cada curva indicaram que a associa¢do dos 4 peptideos
apresentou um melhor desempenho.

Tabela 5.6: Valores de corte (“cut-offs”) estabelecidos através da técnica da curva ROC para cada sistema

de ELISA-peptideo testado, com os respectivos valores de sensibilidade e especificidade.
Especificidade
Peptideo Cut-off Sensibilidade (%)
(%)
NIC-1 0,556 68,18 67,37
NIC-2 0,5811 69,32 68,42
PRE-1 0,6163 70,45 71,58
PRE-2 0,5525 63,64 64,21
4 peptideos juntos 0,6678 71,59 70,53
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6. DISCUSSAO

De acordo com os resultados apresentados, este trabalho demonstra, pela 1* vez, a
existéncia de um complexo proteolitico em Trypanosoma cruzi similar ao complexo V-
secretase.

Um trabalho anterior de Pinho e colaboradores [26] ja havia demonstrado a existéncia de
duas atividades de aspartil-proteases em epimastigotas de 7. cruzi cepa Y. Neste trabalho
foram utilizados epimastigotas da cepa CL Brener, a tnica cepa do 7. cruzi cujo genoma ja foi
sequenciado [58]. Isto permitiu a realizacdo dos estudos de homologias de sequéncias, selecio
de epitopos, producdo de antisoros especificos e o desenvolvimento de testes diagndsticos
baseados nas proteinas do complexo.

Nos ensaios de atividade enzimatica realizados tanto na auséncia quanto na presencga de
inibidores do complexo y-secretase, verificou-se que a substancia L-685,458 ((1S-Benzyl-4R-
[1-(1S-carbamoyl-2-phenethylcarbamoyl)-1S-3-methylbutylcarbamoyl]-2R-hydroxy-5-
phenylpentyl }carbamic Acid tert-butyl Ester)) foi capaz de inibir totalmente a atividade da
enzima CZP-1 em concentragdes a partir de SuM. Sabe-se que esta substancia inibe a
atividade do complexo ligando-se ao sitio ativo da presenilina e mimetizando o estado de
transi¢cdo dos substratos normalmente processados por esta enzima [45]. Estes resultados
sugerem que aspartico protease presente na fracdo membranar do 7. cruzi (CZP-I) € uma
enzima pertencente a classe das presenilinas, apresentando seu sitio ativo e seu mecanismo de
catalise bastante conservados.

Esta conservacgao estrutural também pode ser notada na comparagdo das sequéncias da
presenilina-simile do 7. cruzi com as demais sequéncias de presenilinas depositadas no banco

de dados Uniprot. Embora em alguns casos as porcentagens de homologia tenham sido
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baixas, nota-se a presenca dos dominios caracteristicos (sitio ativo e dominio PALP)
conservados na familia A22 das aspdrtico proteases [25,33,37]. Também foi demonstrada a
existéncia de 9 regides altamente hidrofébicas no grafico de hidropaticidade, refletindo uma
provavel conservacao da estrutura transmembranar vista nas demais presenilinas [32,33].

Por outro lado, o composto XXI/E ((S,S)-2-[2-(3,5-Difluorophenyl)-acetylamino]-N-(1-
methyl-2-ox0-5-phenyl-2,3-dihydro-1H-benzo[e][ 1,4]diazepin-3-yl)-propionamide)) nao
induziu inibi¢do em nenhuma das concentragdes testadas, enquanto que o DAPT (N-[N-(3,5-
Difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester) ndo apresentou resultados
consistentes, sendo também considerado incapaz de inibir a atividade da fracdo CZP-I nas
concentracdes testadas. Ambos sdo descritos como sendo moduladores alostéricos negativos,
ou seja, estes ligam-se a presenilina num sitio diferente do sitio ativo, ainda ndo determinado
[59].

No caso de a presenilina do 7. cruzi ser escolhida como alvo quimioterapéutico, algumas
consideracdes devem ser feitas em vista dos resultados apresentados. Um farmaco desenhado
de modo a ligar-se ao sitio ativo desta enzima seria pouco vidvel. Poderiam surgir efeitos
colaterais causados pela inibicdo cruzada da enzima humana, em virtude da provavel
conservagao estrutural e funcional entre esta e a enzima do 7. cruzi, como sugerido neste
trabalho. Por outro lado, a inconsisténcia na atividade inibitéria dos compostos DAPT e
XXI/E sugere a existéncia de sitios moduladores alostéricos na enzima do parasita diferentes
daqueles presentes na enzima humana. Embora os resultados destes testes de atividade
enzimatica ainda sejam preliminares, eles apontam para o fato de que farmacos que priorizem
uma modulacdo alostérica negativa da presenilina de 7. cruzi podem vir a ser uma alternativa
vidvel na quimioterapia da Doenca de Chagas.

Analisando modelos estruturais de complexos antigeno-anticorpo, Rubinstein e
colaboradores [60] verificaram que epitopos B costumam estar presentes com mais frequéncia
em regides com aminodcidos polares ou carregados e sem estrutura secunddria definida. A
identificacdo de epitopos B lineares através da técnica de Spot Synthesis revelou a presencga de
10 epitopos na proteina presenilina, 5 na nicastrina e 10 na Aph-1 do 7. cruzi. Levando em
consideragdo as caracteristicas fisico-quimicas que favorecessem a producdo de anticorpos,
foram selecionados 4 epitopos para sintese em solucdo, sendo 2 da proteina presenilina e
outros 2 da proteina nicastrina do 7. cruzi.

Embora o epitopo NIC-2 apresentasse caracteristicas fisico-quimicas bastante favoraveis
a indugdo da produgdo de anticorpos (exemplo: carga liquida negativa em pH 7,0 e estrutura
secunddria em coil), o anti-soro produzido a partir da imunizacdo com este foi a tinica mal

sucedida, provavelmente devido as caracteristicas genéticas especificas do animal usado ou
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mesmo pelo fato de ter sido usado um coelho. Caso outro modelo animal tivesse sido
utilizado (ex: camundongo), a imunizacdo poderia ter sido bem sucedida. Por outro lado, os 3
outros anti-soros produzidos foram capazes de reconhecer o respectivo peptideo em ensaios
de Elisa e Cellu-Spot.

O perfil eletroforético demonstrado para as fracdes CZP-I (detergente) e CZP-II (soldvel)
de epimastigotas de 7. cruzi cepa CL Brener foi bastante similar ao obtido por Pinho e
colaboradores [26], utilizando epimastigotas de 7. cruzi cepa Y. A excec¢do foi uma banda de
240 kDa obtida na fracdo CZP-I, que pode representar um precipitado de proteinas que ndo
entraram adequadamente no gel.

O immunoblotting com o soro anti-peptideo de presenilina produziu a marcagdo de uma
unica banda na amostra CZP-I, de peso molecular aproximado de 48 kDa, bem préximo ao
esperado (aproximadamente 41 kDa). Nao foram marcadas bandas de pesos moleculares
correspondentes aos fragmentos N- e C-terminais caso a enzima sofresse uma endoprotedlise,
tal como acontece com a enzima humana [28,31,32,33,34]. Isto sugere que em 7. cruzi a
enzima pode estar em sua forma ativa mesmo sem tal processamento.

Por outro lado, o immunoblotting com o soro anti-peptideo de nicastrina marcou
fracamente uma banda de peso molecular aproximado de 48 kDa, bem abaixo do esperado
(cerca de 79 kDa). Uma vez que o gel corado com prata ndo revelou a existéncia de bandas de
peso molecular em torno de 79 kDa, estes resultados sugerem que a nicastrina de 7. cruzi
pode estar sofrendo algum processo de clivagem pds-traducional ou mesmo algum tipo de
degradacao durante o processo de extragdo. Também observou-se que nenhum dos dois soros
marcou bandas de proteinas na fracdo CZP-II (solivel), demonstrando que a composi¢dao
protéica de ambas as fracdes € diferente, embora o perfil eletroforético seja similar.

Diversos trabalhos mostram a localizagdo preferencial do complexo 7y-secretase no
reticulo endoplasmatico e no complexo de Golgi, assim como em outros compartimentos
membranares, tais como na mitocondria, membrana celular, envelope nuclear e lisossomos
[35,36,42]. Tal localizacdo seria consistente com as atividades atribuidas ao complexo, tanto
de processamento de proteinas transmembranares como de participagdo na via secretdria
[31,33]. Nas formas epimastigotas do 7. cruzi (bem como em outros tripanossomatideos), a
via secretdria envolve o reticulo endoplasmatico, o complexo de Golgi e a regido da bolsa
flagelar, estando estas duas ultimas estruturas sempre proximas [61,62]. Igualmente préoximo
a bolsa flagelar e ao corpo basal estd o cinetoplasto, uma regido caracteristica da mitocondria
de tripanossomatideos rica em kDNA [62].

Os ensaios de localizag@o celular das proteinas presenilina e nicastrina em epimastigotas

de T. cruzi utilizando os soros anti-peptideos em microscopia confocal mostram uma
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coincidéncia das regides marcadas, mais evidentes em células permeabilizadas (0,5% Tween
20). Tais resultados sugerem a co-localizacdo de ambas as proteinas formando um complexo
que pode ainda contar com a proteina Aph-1. Também reforcam a ideia da localizagdo
membranar do complexo, pois em células com membranas permeabilizadas ha maior
disponibilidade de sitios para interacdo antigeno-anticorpo.

Devido a localizagdo dos pontos de marcacdo nas imagens concentrar-se nas porcoes
anterior e central da célula (proximo ao niucleo), € sugestivo que o complexo y-secretase esteja
presente em 7. cruzi associado ao reticulo endoplasmatico, ao complexo de Golgi, ao bolso
flagelar e/ou a mitocondria. Tal localizacdo seria coincidente as de outros sistemas celulares
[35,36,42], porém sé sera confirmada com estudos de imunocitoquimica em microscopia
eletronica de transmissdo (ja iniciados). Também sugere o envolvimento do complexo em
processos da via secretéria do 7. cruzi, embora sejam necessdrios maiores estudos para
verificar esta teoria.

Métodos soroldgicos sao hoje as opcdes mais indicadas para o diagnéstico da Doenca de
Chagas na fase cronica. Estes incluem ELISA, hemaglutinacdo indireta (HI),
imunofluorescéncia indireta (IFI), western blot e testes rdpidos (tais como a
imunocromatografia) [8,9,10]. Embora sejam simples e de baixo custo, muitas vezes eles
podem apresentar baixas sensibilidade e especificidade ou ainda reagdes cruzadas com
anticorpos contra outros patogenos (especialmente Leishmania spp.) [9,10].

Visando melhorar o desempenho dos testes de ELISA, uma alternativa tem sido o uso de
peptideos sintéticos. As vantagens deste tipo de teste incluem a possibilidade de sintese do
antigeno em larga escala e a facilidade de sua padronizacao [10,63,64]. Varios trabalhos ja
demonstraram a aplicabilidade de peptideos sintéticos em testes de ELISA diagndsticos para a
Doenca de Chagas [63,64,65]. Peralta e colaboradores [63], usando 2 peptideos sintetizados a
partir de unidades repetitivas de antigenos de tripomastigotas, conseguiram produzir testes
com mais de 98% de especificidade e sensibilidades de 93,8% e 91,6%. Quando ambos os
peptideos eram usados simultaneamente, a sensibilidade do teste aumentou para 99,4%.

Houghton e colaboradores [64] produziram um tripeptideo multiepitopo usando as
mesmas sequéncias do trabalho de Peralta e colaboradores [63] mais uma identificada em uma
proteina ribossomal do 7. cruzi. Neste caso, o teste apresentou sensibilidade de 99,6% e
especificidade de 99,33%. O mesmo tripeptideo foi utilizado em outro trabalho para avaliar o
sucesso do tratamento de pacientes chagdsicos, com sucesso [64].

Nos trabalhos supracitados, a quantidade de peptideo usada em cada pocgo das placas

variava de 10ng a 1pg, enquanto que os soros eram diluidos em proporcdes de 1/50 ou 1/20.
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Neste trabalho, a quantidade total de peptideo aplicada em cada pogo da placa foi de 200ng e
os soros diluidos na propor¢do de 1/50, acompanhando o descrito na literatura [63,64,65].

Um passo muito importante durante o desenvolvimento de um teste diagndstico é a
determinacdo do valor de corte (“cut-off’), uma vez que ele afeta diretamente a acurécia do
teste em questdo. Quanto mais baixo for o valor estabelecido, maior serd a sensibilidade do
teste. No entanto, este aumento serd acompanhado de um decréscimo na especificidade do
teste. O inverso ocorre quando o valor de corte € fixado alto demais [66].

O célculo do valor de corte (“cut-off’) ideal para cada teste foi feito usando a
metodologia da curva ROC. Ela vem sendo descrita como a técnica ideal para este tipo de
cdlculo, uma vez que permite a andlise simultinea dos valores de sensibilidade e
especificidade obtidos com um teste para uma faixa de valores de cut-off estabelecidos. Além
disso, permite a comparagdo do desempenho entre varios testes independente do espaco
amostral, aplicando a comparacgao das dreas sob a curva [54].

Muitas vezes, a escolha do ponto de corte é feita de modo a obter simultaneamente os
maiores valores de sensibilidade e especificidade [57], como foi feito neste trabalho. Porém
isto nem sempre € adequado. No caso de estudos epidemioldgicos, nos quais é importante
saber a real distribuicdo de uma doeng¢a numa populagdo, costuma-se preferir testes mais
sensiveis. J4 em casos onde um diagnoéstico falso positivo pode trazer muitos prejuizos ao
pacientes, € mais indicado privilegiar a especificidade [10,57].

Neste trabalho, apds a andlise das dreas sob as curvas ROC geradas nos 5 perfis de testes
diferentes, pode-se concluir que o melhor desempenho foi obtido quando os 4 peptideos
foram usados simultaneamente, uma vez que nesta configuracdo foram obtidos os maiores
valores de sensibilidade e especificidade simultaneamente. Tal resultado coincide com o
obtido por Peralta e colaboradores [63]. Neste trabalho, os valores de sensibilidade e
especificidade obtidos foram de 71,59% e 70,53% respectivamente, abaixo daqueles obtidos
nos trabalhos citados anteriormente [63,64]. Houghton e colaboradores [63] descrevem que o
uso de um peptideo multiepitopo melhora a eficiéncia do teste, comparado ao uso dos
mesmos epitopos peptidicos apenas misturados. Este desenho de teste diminui a competi¢ao
dos antigenos pela fase s6lida e melhora sua apresentacao.

Desta forma, a utilizacdo das proteinas do complexo y-secretase ou de peptideos com
sequéncias baseadas nestas proteinas pode vir a ser uma alternativa vidvel para o diagndstico
sorolégico da Doenca de Chagas. Os ensaios de Spot Synthesis demonstram que estas
proteinas possuem vdrios sitios imunogénicos; no entanto a forma de apresentacdo de
antigenos peptidicos adotada neste trabalho produziu parametros de sensibilidade e

especificidade abaixo do esperado. Uma forma diferente de apresentacio de antigenos no teste
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(exemplo: num peptideo multiepitopo, tal como descrito por Houghton e colaboradores [63])
pode melhorar sua efici€éncia, porém mais estudos serdo necessdrios para verificar esta teoria.
Esta dissertacdo ird gerar 3 artigos a serem publicados, dos quais 2 ja se encontram em
fase de preparacdo: um primeiro sobre os estudos estruturais € imunoldgicos dos componentes
do complexo 7y-secretase em epimastigotas de 7. cruzi e um segundo com os resultados
obtidos nos ensaios de ELISA para o diagnéstico da Doenga de Chagas utilizando os

peptideos sintetizados durante este trabalho.
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7. CONCLUSOES

Em vista dos resultados apresentados neste trabalho, conclui-se que:

v' Pela 1* vez é demonstrada a existéncia de um complexo proteolitico em 7. cruzi
similar ao complexo y-secretase;

v Moduladores alostéricos negativos de complexo y-secretase (DAPT (N-[N-(3,5-
Difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester) e composto XXI/E
((S,S)-2-[2-(3,5-Difluorophenyl)-acetylamino]-N-(1-methyl-2-oxo-5-phenyl-2,3-
dihydro-1H-benzo[e][1,4]diazepin-3-yl)-propionamide)) ndo foram ativos contra
a presenilina-simile de 7. cruzi, enquanto que um inibidor de sitio ativo (L-
685,458 (1S-Benzyl-4R-[1-(1S-carbamoyl-2-phenethylcarbamoyl)-1S-3-
methylbutylcarbamoyl]-2R-hydroxy-5-phenylpentyl }carbamic  Acid fert-butyl
Ester)) parece bloquear totalmente a atividade da enzima na concentracdo de 5
UM, sugerindo uma conservacao estrutural no sitio ativo da enzima do parasita;

v Caso a presenilina do 7. cruzi seja escolhida como alvo quimioterapéutico, a
alternativa mais vidvel seria o desenho de farmacos que tenham como alvo sitios
moduladores alostéricos negativos. Substancias que inibam a enzima ligando-se a
seu sitio ativo podem gerar efeitos colaterais causados pela inibi¢do cruzada da
enzima humana, em virtude da provével conservacgdo estrutural e funcional entre
as enzimas humana e do 7. cruzi;

v' As proteinas presenilina, nicastrina e Aph-1 de T. cruzi apresentam 10, 5 e 10

epitopos B-lineares respectivamente através da técnica de Spot Synthesis;
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v O immunoblotting com soros anti-peptideos de presenilina e nicastrina

demonstrou que a presenilina-simile de 7. cruzi apresenta peso molecular aparente
de 48 kDa, enquanto que a nicastrina pode estar sofrendo algum processo de
protedlise ou degradacdo durante a extracdo, uma vez que seu peso molecular
aparente (48 kDa) ficou bastante abaixo do calculado;

As proteinas presenilina e nicastrina localizaram-se predominantemente nas
porcdes anterior (proximo a bolsa flagelar) e mediana (proximo ao nicleo) de
epimastigotas de 7. cruzi em estudos de imunofluorescéncia confocal;

Um teste diagndstico por ELISA usando 2 peptideos de presenilina jutamente com
2 peptideos de nicastrina de 7. cruzi apresentou sensibilidade de 71,59% e
especificidade de 70,53 %;

A utilizagdo das proteinas do complexo 7y-secretase ou de peptideos com
sequéncias baseadas nestas proteinas pode vir a ser uma alternativa vidvel para o
diagnéstico sorolégico da Doenca de Chagas, pois foi demonstrado que estas
proteinas possuem vdarios sitios imunogénicos. No entanto, a forma de
apresentacdo de antigenos do teste precisa ser melhorada, de forma a elevar seus

parametros de sensibilidade e especificidade.
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