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“O destino ndo é uma questdo de sorte, é uma questdo de escolha; ndo é algo a se
esperar, é algo a se conquistar”.

William Jennings Bryan

v



Por todo incentivo e apoio recebido durante a realizagcdo deste trabalho, dedico-o aos:
meus pais, Silvana e Adjair;
minha irma, Mirella;
minha v6, Lourdes; minha prima, Gislaine; meu amigo, Luiz Guilherme e
minhas amigas, Jandira e Laura.



Agradecimentos

A Deus pelas béncaos recebidas.

Aos meus pais por todas as suas privagdes e renuncias em nome da minha formacao.
Muito obrigado por me apoiarem, ajudarem, acreditarem no meu potencial e me
compreenderem nos momentos em que me dediquei a esse trabalho. Agrade¢o a minha
mae, que em todos os momentos da minha vida foi minha melhor amiga e professora,
me passou seguranga, amparo, muito amor e determinacdo em busca dos meus sonhos; e
ao meu pai por toda a sua dedicagdo na minha formacao e ao seu exemplo de vida.

A minha irmi, minha companheira com quem compartilhei experiéncias inenarraveis
que com certeza marcaram nossas almas de maneira tdo fmpar e especial. Muito
obrigado pelo seu interesse em meus estudos e paciéncia em ouvir minhas explicacdes
quando nem sempre podia compreendé-las em sua totalidade.

A minha v6 Lourdes, pessoa tio especial na minha vida, obrigado por desde a minha
infincia me dar seu amor maternal, incentivo e muitas alegrias. V6 quero te agradecer
pelo orgulho que a senhora sempre demonstrou sentir por mim, pela atengdo, apoio
incondicional e os momentos inesqueciveis que a senhora me proporcionol como a
maravilhosa conta na “Mercedes”.

A minha prima Gislaine Ap. R. Fioco, por todo o seu exemplo de dedicagio com os
estudos, responsabilidade e comprometimento com a vida. Obrigado por todo o seu
incentivo, carinho, palavras positivas e vibracdo com minhas conquistas. Tenho muito
orgulho de ter uma prima tdo inteligente e competente como voc€. Saiba que vocé é
responsavel por muito do meu caréter, pois € uma das pessoas em quem eu me espelho
desde sempre.

A minha tia av6 Lucila G. Predella por todo o seu amor, alegria contagiante, incentivo e
incansavel demonstragdo de orgulho. Tia, muito obrigado por ser tdo amdvel comigo
desde minha infancia e por toda essa sua for¢a dada a mim durante os meus estudos.

Aos meus tios avos Therezinha G. D’ Angelo e Antonio D’ Angelo Neto, pela influéncia
positiva, incentivo, bons conselhos, todo amor e paciéncia comigo e meu primo Allan
pelas nossas traquinagens.

As minhas primas Eléia P. Barbeiro e Marta Predella obrigado por todo o carinho,
aten¢@o, admiracdo, companheirismo, sinceridade e sempre muitas risadas.

A toda a minha familia pelo apoio.

Ao meu melhor amigo, Luiz Guilherme Michelini Bueno, por todo o carinho,
colaboragdo, incentivo, paciéncia e forca nos momentos de dificuldade durante a
realizacdo deste trabalho. Muito obrigado pelos agraddveis momentos de convivéncia,
pelas risadas, por sempre acreditar em meu potencial e principalmente por sua presenga
em minha vida.

vi



A Profa. Dra. Mércia que desde os tempos da graduacio me orientava e aconselhava
positivamente, obrigado pela sua ajuda em ter “aberto a porta” para eu fazer contatos na
Unicamp.

A Profa. Dra. Fernanda Ramos Gadelha pela forga, atencdo, incentivo, amizade e
confianca durante a realizac@o desse trabalho. Além de uma orientadora responsavel e
extremamente profissional encontrei uma educadora que se preocupa com a formacdo
ndo apenas do profissional, mas também do cidad@o.

A minha amiga Laura pela valiosa ajuda que sem sombra de divida, contribuiu
enormemente para a realizacdo desse trabalho. Obrigado pela sua presenca, entusiasmo
e dogura em todos os momentos. Ter uma amiga como vocé me deixa entusiasmado
com a vida e feliz de saber que existem anjos na Terra.

Ao meu grande amigo Kiko que considero um irméo, pela amizade, os momentos
sauddveis de convivéncia, risadas, chatea¢des e pela paciéncia em me ajudar tanto na
rotina do laboratério quanto em meus problemas pessoais, muito obrigado por toda
amizade, confianga, forca e por sempre ter acreditado em mim.

A minha amiga Kelly Seligman, pelo companheirismo, forca, apoio moral e paciéncia
em me escutar nos momentos de preocupagdo com os entraves burocraticos. Sou grato a
todos os nossos momentos de descontra¢do permeados por muitas risadas e previsdes do
futuro. Minha eterna DIVA, obrigado por ter surgido na minha vida e segurado em
minhas maos nos momentos que trilhava tanto os caminhos de pedra quanto os suaves.

A Profa. Dra. Eneida de Paula e seus alunos Bispo e Cleyton, muito obrigado pela
oportunidade de me envolver com o ensino da Unicamp. Cleyton sou grato pela
indicacdo que vocé fez de mim para minha orientadora, isso contribuiu muito para a
realizacdo desse trabalho.

Ao Prof. Dr. Hiroshi Aoyama, pela sua disposicdo em sempre me atender, tirar minhas
davidas e contribuir para esse trabalho.

A Profa. Dra. Carmen V. Ferreira, pela atencdo, ajuda e interesse em me ajudar na
realizacdo desse trabalho.

A Luciana pela ajuda com os experimentos no laboratério do Prof. Dr. Hiroshi.

Aos membros das bancas prévia e definitiva: Profa. Dra. Giselle Zenker Justo, Profa.
Dra. Ana Carolina S. S. Galvdo, Prof. Dr. Sérgio Marangoni, Profa. Dra. Maristela
Cesquini Oliveira pelas sugestdes tdo pertinentes feitas nas andlises prévia e definitiva
deste trabalho. Agradeco também a todos os suplentes pelo seu tempo em ler o meu
trabalho.

A Carol e Ligia pelo apoio inicial na padronizacdo de técnicas e elaboracdo dos
primeiros resumos para congresso.

A Erika F. dos Anjos pelo fornecimento de p-NPP e dicas no manuseio de reagentes.

vii



As secretdrias Andréa e Marina pela ajuda burocratica, paciéncia e a alegria de sempre
que me contagiava em nossos encontros.

A Capes pelo apoio financeiro.

viii



Indice

Resumo xi
Sumary xii
1. Introducao
Doenga de Chagas 01
Trypanosoma cruzi . 03
Fosfatases 06
Fosfatases dcidas 09
Fosfatases alcalinas 11
Proteinas fosfatases 13
Proteinas Tirosina fosfatases (PTPs) 14
Serina-Treonina fosfatases (Ser/Thr) 15
2. Objetivos 17
3. Materiais e Métodos
3.1 Cultura de células e obtenc@o do homogenado celular .............. 18
3.2 Avaliacdo da atividade fosfatasica 18
3.3 Ensaios com inibidores 19
3.4 Andlise estatistica 20
4. Resultados e discussao
4.1 Determinag¢do da concentracio de extrato celular 21
4.2 Tempo de incubagdo 22
4.3 Parametros cinéticos 23

4.4 Atividade de fosfatases nas diferentes fases da proliferacdo celular

25

4.5 Efeito da adi¢do de Ca2+ sobre a atividade de fosfatases .....ceeeseeees 28

4.6 Acdo dos inibidores sobre a atividade de fosfatases

X



5. Conclusoes

36

6. Referéncias bibliograficas

37

7. Anexos

7.1 Participagdo em congressos

43

7.2 Manuscrito submetido a publicagdo

44



Resumo

Trypanosoma cruzi, o agente etioldgico da doenca de Chagas, exibe um notavel
grau de heterogeneidade estrutural e funcional, o qual pode modular sua patogenicidade,
sobrevivéncia e adaptacdo. Em eucariotos superiores, mecanismos de fosforilacdo e
desfosforilagdo sdo fundamentais para a regulacdo de uma ampla variedade de eventos
celulares. Por essa razdo, um melhor entendimento da atividade de fosfatases em 7. cruzi
pode ser ttil para a identificacdo de potenciais alvos para o desenvolvimento de terapias
mais especificas. Neste trabalho, analisou-se o perfil das fosfatases, em homogenatos de
duas cepas de T. cruzi, Tulahuen 2 e Y. A atividade de fosfatases foi determinada
espectrofotometricamente utilizando-se o p-nitrofenilfosfato (p-NPP) como substrato. Na
cepa Tulahuen 2, que apresenta maior resisténcia ao estresse oxidativo gerado pelo
perdxido de hidrogénio (H,O,) foi observada uma atividade de fosfatase sete vezes maior
quando comparada a cepa Y. Em relacdo ao pH 6timo a Tulahuen 2 mostrou uma
expressiva atividade em pH 4,0, a qual foi aumentada na presenca de Mg** exdgeno em
uma ampla faixa de pH (5,0 - 8,0). A cepa Y, embora em menores niveis, exibiu o0 mesmo
perfil sem a adi¢do de Mg”*, apresentando na presenca desse fon um pico de atividade em
pH 7,0. A adi¢io de Ca** a0 meio reacional afetou significativamente a cepa Tulahuen 2
em pH 8,0 e inibiu a atividade das fosfatases na cepa Y nos pHs 7,0 e 8,0. Inibidores
classicos de fosfatase dcida, bem como inibidores de proteina tirosina fosfatase e
fosfatase alcalina, mostraram padrdes distintos de inibi¢do em ambas as cepas, reforcando

a heterogeneidade entre os isolados de 7. cruzi.
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Summary
Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas disease, displays a remarkably high
degree of both, structural and functional intraspecific heterogeneity, which could
modulate its pathogenicity, survival and adaptability. In higher eukaryotes,
phosphorylation and dephosphorylation are fundamental pathways that regulate a wide
variety of cellular events. Therefore, a better understanding of phosphatases activities in
T. cruzi could be useful to identify potential targets for the development of a more
specific therapy. In this work, we analysed the phosphatase activity profile in 7. cruzi
homogenates of two strains (Tulahuen 2 and Y). The phosphatase activities was
determined spectrophometricaly using p-nitrophenylphosphate (p-NPP) as substrate. In
the strain more resistant to the oxidative stress generated by H,O,, Tulahuen 2, it was
observed a seven-fold higher phosphatase activity when compared to the other strain. In
relation to optimum pH and substrate specificity, Tulahuen 2 had an expressive acid
phosphatase activity (optimum pH at 4.0), which was even higher in the presence of Mg**
and had a broad range (pH 5-8). Y strain, although at lower levels, showed the same
activity profile in the presence or absence of Mg®*. The presence of calcium showed
significant effect on the Tulahuen 2 strain only at pH 8.0 and had an inhibitory effect on
phosphatase activity in the Y strain at pHs 7-8. Classical inhibitors of acid phosphatases,

as well as inhibitors of phosphotyrosine phosphatase, showed distinct patterns of effects

in phosphatases from both strains.
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1- Introducio:

1.1 Doenca de Chagas:

O protozodrio hemoflagelado Trypanosoma cruzi, é o agente etiolégico da doenca
de Chagas, também conhecida como Tripanossomiase americana (Dias & Coura, 1997;
Manoel-Caetano & Silva, 2007). Descoberta em 1909, pelo médico brasileiro Carlos
Justiniano Ribeiro das Chagas, essa antropozoonose permanece até os dias atuais sem
cura, vacina ou tratamento eficaz, principalmente em sua fase cronica (Brener et al.,
2000). A Tripanossomiase americana acomete aproximadamente 20 milhdes de pessoas e
ainda 90 milhdes encontram-se em areas de risco (Dutra et al., 2006). Distribui-se por
todo o continente americano, desde o sul dos Estados Unidos até o extremo sul da
Argentina, com prevaléncia que varia de 5 a 60% (Rojas de Arias et al, 1999).
Estimativas apontam que 5 a 6 milhdes de pessoas estejam contaminadas no Brasil,
ocorrendo 6000 ébitos/ano relacionados a doenga (WHO, 2005).

No final da década de 1970, 18 estados e mais de 2200 municipios, nos quais se
comprovou a presencga de triatomineos domiciliados, faziam parte da drea com risco de
transmissdo vetorial da doenca de Chagas no Brasil. Contudo, mudangas ambientais,
maior concentragdo da populacdo em dreas urbanas e melhor compreensdo dos
mecanismos de transmissdo, aliados as eventuais acdes de controle quimico de
populacdes domiciliadas do vetor, resultaram em alteragdo do quadro epidemioldgico da
doenca de Chagas no Brasil (Rocha et al., 2005). Atualmente, no Brasil evidenciam-se
duas dreas distintas geograficamente, onde os padrdes de transmissdo sdo diferenciados.
Regides originalmente de risco para a transmissdo vetorial sdo compreendidas, pelos
Estados: AL, BA, CE, DF, GO, MA, MG, MS, MT, PB, PE, PI, PR, RN, RS, SE, SP, TO.
A outra drea representada pela Amazonia legal formada pelos Estados do AC, AM, AP,

RD, RR, PA, parte de TO, MA e MT, apresenta mecanismos de transmissao



diferenciados, compreendendo: transmissao oral, vetorial extradomiciliar, domiciliar ou
peridomiciliar sem colonizagdo do vetor (Rocha et al., 2005). Eventualmente, t€m sido
relatados casos de transmissdo oral a partir de alimentos contaminados como suco de cana
de acucar e acai na regido amazdnica (Coura et al., 1994) e mais recentemente nos
Estados de Santa Catarina (Manoel-Caetano & Silva, 2007) e Ceara (Dias, 2006).

No atual panorama de controle da transmiss@o transfusional obtido a partir da
introdu¢@o do monitoramento soroldgico na rotina da rede hemoterdpica (Anvisa, 2005) e
da transmissdo vetorial, a forma vertical passa a ser o principal mecanismo de transmissao
do T. cruzi no Brasil. O Brasil foi a primeira nacdo da América latina a controlar e
eliminar a transmissdo do mal de Chagas pelo Triatoma infestans. O certificado
internacional de eliminagdo da transmissdao da doenca de Chagas foi entregue ao
Ministério da Saide em 2006 pela Organizacdo Pan Americana de Satde (Opas, 2007).

Em outros paises da América Latina, a forma de transmissdo vetorial do T. cruzi é
a mais destacada (80 a 90%), seguindo-se a transfusional (8 a 18%) e a congénita (0,5 a
2%) (Dias & Coura, 1997). Transplante de 6rgéos, leite materno e acidentes laboratoriais
sdo considerados formas importantes de transmissdo do parasita (Amato Neto, 1984).

A doenca de Chagas apresenta um varidavel curso clinico, incluindo uma fase
denominada aguda ou inicial, a qual pode ser assintomdtica, oligossintomdtica ou
sintomdtica, com febre, adenomegalia, conjutivite unilateral, miocardite e
meningoencefalite. A fase inicial pode ser fatal em mais de 10% dos casos severos, com
alta mortalidade em criancas menores de trés anos em decorréncia da meningoencefalite
(Coura, 2003). A fase cronica € representada por um periodo de laténcia que varia de 10-
15 anos, referida como forma indeterminada, apds a qual aproximadamente 27% dos
individuos infectados desenvolvem sintomas cardiacos, podendo morrer repentinamente,

6% apresentam danos digestivos e 3% t€m envolvimento do sistema nervoso periférico



(Coura, 2003). As variabilidades genéticas tanto do parasita como do hospedeiro podem
influenciar a forma clinica da doenca de Chagas (Macedo & Pena, 1998), entretanto o
tropismo individual envolvido na patogénese da doenga nio estd totalmente esclarecido
(Manoel-Caetano & Silva, 2007).

Apenas duas drogas s@o geralmente utilizadas no tratamento da doenga de Chagas.
O benzonidazole (Rochagan®), atualmente é a unica droga disponivel no Brasil. O
nifurtimox (Lampit®), existente na América Central, pode ser utilizado como alternativa
no caso de intolerdncia ao benzonidazol (Rocha et al., 2005). Ambas promovem alta
incidéncia de toxicidade, efeitos colaterais severos, podem ser mutagénicas e sdo efetivas
apenas na fase aguda da doencga (Letelier ef al., 1986; Dias, 1999). Atualmente, sabe-se
que os efeitos toxicos do nifurtimox e benzonidazole sdo uma conseqiiéncia da
diminuicdo significativa dos niveis de glutationa e tripanotiona, causados pela conjugagao
com metabdlitos de ambas as drogas. A concentragdo de tripanotiona e glutationa seria
reduzida a um ponto que os niveis das espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas
pelo ciclo redox, aumentariam causando dano as macromoléculas celulares (Maya et al.,

1997).

1.2 Trypanosoma cruzi:

O T. cruzi pertence ao Reino Protozoa, Filo Euglenozoa, Classe Kinetoplastidae,
Ordem Bodonidae, Familia Trypanosomatidae, Género Trypanosoma e Espécie cruzi
(Dias & Coura, 1997). Outros agentes etiolégicos como Leishmania donovani, T. brucei e
T. rhodesiense também pertencem da Classe Kinetoplastidae. Essa classe, engloba
protozodrios com 1 (7. cruzi) ou 2 flagelos, que sdo distinguidos principalmente pela
presenca de um agregado de DNA mitocdndrial, o cinetoplasto (kDNA) (Dias & Coura,

1997; Siqueira-Batista et al., 1996). A presenca do T. cruzi na Terra € muito antiga,



remontando-se a mais de 150 milhdes de anos sua presenca no planeta, sendo largamente
distribuido na natureza, ocorrendo sua circulagdo primitivamente entre insetos vetores
(Triatominae, Hemiptera, Reduviidae) e mamiferos silvestres (Dias, 2006).

Ao lado de organelas tipicas encontradas em células eucaridticas, todas as formas
evolutivas de 7. cruzi apresentam organelas especializadas como acidocalcisomas e
glicossomas. Apenas as formas epimastigotas apresentam compartimentos pré-
lisossomais denominados reservossomos. Essas organelas sdo 4cidas, contém cisteina
protease cruzipaina, (Cuevas et al., 2005), fosfatase acida, albumina, peroxidase,
transferrina e lipoproteina de baixa densidade, tendo como principal fun¢do o acimulo de
lipideos e macromoléculas ingeridas pelo parasita durante o processo de endocitose
(Adade et al., 2007).

A dispersdo fisica e evolucdo clonal do 7. cruzi promoveram uma grande
diferenciagdo bioldgica, ocasionando o aparecimento de diferentes cepas de T. cruzi (Dias
& Coura, 1997). Mais de 60 cepas ja foram descritas segundo diferentes critérios, como a
interacdo com células hospedeiras, tropismo, resisténcia ao estresse oxidativo, curvas de
parasitemia, origem geografica e resisténcia ou sensibilidade as drogas e medicamentos
(Dias & Coura, 1997; Rey, 1991; Dutra et al., 2006).

Estudos baseados na amplificagdo por PCR de seqiiéncias do gene 24S alfa,
apontam para um dimorfismo, permitindo a identificagdo de duas linhagens principais de
T. cruzi (Dias & Coura, 1997). A linhagem I, embora também presente em ambiente
silvestre, estd associada preferencialmente ao ciclo doméstico sendo capaz de induzir
manifestagdes patoldgicas em humanos. A linhagem II estd freqlientemente associada ao
ciclo silvestre, apresentando baixa infectividade humana (Zingales et al., 1998). Além dos
grupos I e II existe o grupo I/II, que se originou de um evento de transferéncia genética do

grupo II a para o grupo I (Souto et al., 1996). A heterogeneidade € a grande responsavel



pelas diferengas na evolugao clinica da doenga de Chagas e representa um grande desafio,
pelo fato desses organismos responderem diferentemente a situagdes diversas,
principalmente ao tratamento disponivel (Dias & Coura, 1997).

O T. cruzi possui um complexo ciclo de vida, envolvendo quatro principais
estagios morfoldgicos, alternando entre um hospedeiro invertebrado e outro vertebrado
(Tyler & Engman, 2001). Esse ciclo pode ser resumido da seguinte forma (Figura 1): ao
picar o hospedeiro mamifero infectado, o inseto vetor adquire uma populagdo pleomorfica
de tripomastigotas sanguineas (e aproximadamente 10% de amastigotas, Fig 1(5)). No
trato intestinal, as tripomastigotas diferenciam-se em amastigotas, transformando-se
posteriormente em epimastigotas Fig. 1(6). Os epimastigotas anexam-se a parede
intestinal do vetor, multiplicam-se Fig. 1(7) e sofrem modificagdo para a forma
tripomastigota metaciclica Fig. 1(8). Uma vez transformadas, elas se destacam da parede
do intestino e sdo excretadas. O vetor defeca no momento do repasto sanguineo Fig.1(1) e
geralmente o ato de cogar a regido da lesdo da picada provoca a contaminacio da ferida
ou de mucosas do hospedeiro mamifero, levando a infec¢do. As formas tripomastigotas
metaciclicas parasitam um grande nimero de células mamiferas nucleadas, diferenciando-
se em amastigotas Fig. 1(2), que multiplicam-se por divisdo bindria Fig. 1(3) e originam
posteriormente as tripomastigotas sanguineas Fig. 1(4). Uma vez formadas, as
tripomastigotas escapam para o sangue, podendo invadir novas células e tornarem-se
amastigotas novamente, ou serem destruidos por mecanismos do sistema imunoldgico do
hospedeiro (Manoel-Caetano & Silva, 2007). Essa mistura de tripomastigotas e
amastigotas presentes no sangue do mamifero infectado completa o ciclo quando esses

parasitas sdo resgatados durante a picada do vetor Fig. 1(5) (Tyler & Engman, 2001).
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Figura 1: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi, onde: (i) formas
infectivas e (d) estidgio onde o diagndstico da parasitemia € possivel.

(http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/).

Estes processos de transformacdo morfolégica do parasita sdo altamente
regulados e incluem significativas modificagdes bioquimicas, em vias de transducdo de
sinal, expressdo génica, alteracdes estruturais de moléculas de superficie e em
componentes intracelulares do parasita (Dutra et al., 2006). A melhor compreensio de
enzimas chaves do metabolismo do parasita, como as fosfatases, poderd levar a

identificacdo de alvos para o desenvolvimento de uma terapia mais especifica.



1.3 Fosfatases:

As protefnas quinases e fosfatases catalisam de forma dindmica reagdes opostas
de fosforilacao e desfosforilacdo, respectivamente. A adi¢do ou remogéo do grupamento
fosfato de uma proteina pode, entre diversas conseqiiéncias, gerar um motivo de
reconhecimento para interagdo proteina-proteina, alterar a estabilidade protéica e
modular a ativacdo de enzimas (Aoyama et al., 2003). De forma importante, esse
mecanismo reversivel de fosforilagdo protéica esta envolvido na regulacdo de vias de
sinalizacdo celular (Barford, 1995), sendo a base para o controle de diversos eventos
bioldgicos disparados por efetores extracelulares, como mitdgenos, carcindgenos,
hormonios, citocinas ou neurotransmissores (Jia, 1997). Em conseqiiéncia a acio destes
efetores, ocorre regulacdo da divisdo, diferenciacdo, desenvolvimento e morte celular
(Klumpp & Kirieglestein, 2002), regulacdo do metabolismo, expressdo génica,
locomogao celular, aprendizado e meméria (Barford, 1995).

A importéancia da fosforilagdo protéica como meio de regulacdo de processos
celulares é demonstrada pelo fato de 30% das proteinas intracelulares serem
fosfoproteinas, estimando-se que os genes para quinases e fosfatases juntos,
compreendam 4% do genoma eucariético (Hunter, 1995; Aoyama et al., 2003).

As atividades das proteinas quinases e fosfatases sdo altamente reguladas in
vivo. Mudangas anormais em suas atividades contribuem para o desenvolvimento de
patologias como céncer e outras doencgas resultantes de defeitos imunolégicos (Barford,
1995; Hunter, 2002). As proteinas quinases e fosfatases também influenciam a
sobrevivéncia, internalizag@o e replicagdo de patdégenos pela modificagdo dos niveis de
fosforilacdo das células do hospedeiro, assim interferindo com muitas vias de

transducdo de sinal (Aguirre-Garcia, 2005).



As fosfatases sdo hidrolases que utilizam como substratos os fosfomonoésteres,
encontram-se amplamente distribuidas na natureza sendo identificadas em vegetais,
animais e em microorganismos (Aoyama et al., 2003). Com base na funcio, estrutura,
especificidade, inibidores e ativadores, as fosfatases sdo divididas em trés grupos
principais: fosfatases 4cidas, fosfatases alcalinas, e proteinas fosfatases (Aoyama et al.,

2003).

1.3.1 Fosfatases acidas:

As fosfatases acidas (EC 3.1.3.2) apresentam um pH 6timo para catdlise em
torno de 5,0 e utilizam como substratos compostos com baixa massa molecular, como
acucares fosforilados (Aoyama et al., 2003). Inicialmente, a distincdo entre fosfatases
dcidas e alcalinas era baseada apenas no pH 6timo para catdlise enzimdtica. Entretanto,
Neuman observou em 1968 que as fosfatases dcidas catalisam a hidrdlise de
monoésteres O-substituidos de acido fosforotidico do tipo ROPO,SKH, produzindo
dlcool e tiofosfato, enquanto as fosfatases alcalinas apresentam mecanismo diferente.
Além disso, as fosfatases dcidas ndo necessitam de fons divalentes para a catilise
(Aoyama et al., 2003).

Em eucariotos superiores como mamiferos, de acordo com a massa molecular
relativa e inibicdo, as fosfatases dcidas podem ser classificadas em: fosfatase dcida de alta
massa molecular relativa (AMr) e massa molecular intermedidria (IMr). A forma maior
esta associada ao lisossomo e a membrana celular, sendo um classico marcador da
inflamacio, ja a menor € uma enzima citoplasmética (De Duve et al., 1962).

Caracteristicamente, as AMr sdo fortemente inibidas por tartarato e fluoreto, as
IMr apresentam resisténcia ao fluoreto e dividem-se em fosfatase acida sensivel e

fosfatase dcida resistente ao tartarato (FATR) (Zhang & Van Etten, 1990). Niveis



normalmente altos da FATR no soro sdo encontrados em Doenga Gaucher (Robinson &
Glew, 1980) e leucemia tipo célula pilosa (Lau et al., 1991).

As fosfatases dcidas ocorrem em diversos tecidos animais de mamiferos como
préstata, corpo luteo, placenta, testiculos, ttero, cérebro, figado, tiredide, coragdo, rim,
baco, glandulas salivares e ossos. No sangue, podem ser detectadas tanto nos eritrécitos e
leucécitos, como no plasma, onde normalmente sdo utilizadas no diagndstico de algumas
patologias (Taga, 1979). Em células de origem mesenquimal, bem como células epiteliais
distribuem-se em diversas regides, como na membrana celular (Himeno, et al., 1989),
lisossomos (De Duve et al., 1955), citoplasma (Mies & Miranda, 1976) e aparelho de
Golgi (Schofield & McDonald, 1980).

Nos vegetais, sua fun¢do metabdlica nao € totalmente compreendida e o estudo
dessas enzimas decorre do possivel envolvimento das mesmas no metabolismo do
fosforo, elemento essencial ao desenvolvimento normal dos 6rgdos das plantas (Senna et
al., 2006). Além disso, parecem ser estimuladas em resposta as deficiéncias de fosfato,
dgua e estresse salino (Granjeiro et al., 1999). Métodos citoquimicos confirmaram a
presenga destas enzimas na parede celular e no citoplasma de plantas, observando-se
também aumento de sua atividade durante a germinagdo ou deficiéncia de fosfato
inorginico em trigo, arroz e rabanete (Lee, 1988).

Em tripanossomatideos, ndo estd descrito uma divisao das fosfatases dcidas como
ocorre com os mamiferos. Estudos t€m mostrado que muitos desses parasitas como
Leishmania donovavi, Leishmania mexicana, Herpetomonas muscarum muscarum,
Leptomonas collosoma, T. gambiense e T. cruzi entre outros, apresentam essas enzimas
ligadas a membrana endoplasmaética, sendo as mesmas denominadas ectofosfatases (de
Almeida-Amaral et al., 2006; Gomes et al., 2006). Em 1996, utilizando procedimentos

citoquimicos, Omalokoho e seu grupo demonstraram a presenca de fosfatase dcida na



superficie externa da membrana endoplasmética de T. congolense (Omalokoho et al.,
1996). Em T.cruzi, a atividade de fosfatase dcida ligada 2 membrana plasmética é
aumentada durante a modificacdo morfoldgica de tripomastigota para amastigotas mas
ndo se sabe claramente se a elevada atividade enzimdtica é uma conseqiiéncia da
transformacg@o morfoldgica ou uma estratégia para a adaptacio as células do hospedeiro.
A presenca dessa enzima em L. donovani foi relacionada com mecanismos de adaptagcdo
do parasita ao ambiente intracelular do hospedeiro (Nagakura et al., 1985). Embora, o
papel fisiologico dessas ectofosfatases em tripanossomatideos ndo esteja bem
estabelecido, supde-se que estejam envolvidas em nutri¢do, protecdo, mecanismo de
escape, viruléncia e diferenciacdo celular (Letelier ef al., 1986; Gomes et al., 2006). As
fosfatases nos tripanossomatideos também estdo presentes no citoplasma e em outras
organelas. As fosfatases 4cidas sdo enzimas marcadoras tipicas de lisossomos, mas
também foram citoquimicamente detectadas no complexo de Golgi e dentro da bolsa
flagelar de vérios tripanossomatideos. Supde-se que desempenhem papel importante na
nutricdo tanto do 7. cruzi quanto da Crithidia fasciculata, por estarem relacionadas a
digestdo lisossomal e da membrana da bolsa flagelar (Adade et al., 2007).

Em 1985, Letelier e seus colaboradores mostraram que em formas epimastigotas
de T. cruzi, no minimo dois tipos de fosfatase dcida estdo presentes. Estando uma ligada a
membranas (microssomal, mitocondria e niicleo) com pH 6timo 4 e outra solivel no

citosol com pH 6timo 5,5.

1.3.2 Fosfatases alcalinas:
As fosfatases alcalinas (EC 3.1.3.1) apresentam um pH 6timo para a catédlise em
torno de 8,0 - 9,0 e semelhantemente as fosfatases acidas atuam na hidrélise dos

substratos de baixa massa molecular relativa. Entretanto, necessitam de ions bivalentes
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como magnésio, cobalto ou manganés como cofatores para exibirem sua atividade
maéxima (Letelier et al., 1985; Aoyama et al., 2003).

Neuman observou em 1968, que as fosfatases alcalinas hidrolisam monoésteres
S-substituidos de 4cido fosforotidico RSPOsNa; do tipo S-P, produzindo ortofosfato e o
tiodlcool correspondente. Este fato nos permite visualizar mecanismos de reacdo
diferentes entre as fosfatases dcidas e as alcalinas, uma vez que apenas as dcidas
requerem para sua atividade um oxigénio entre o radical e o fosfato.

As fosfatases alcalinas compreendem um grupo heterogéneo de enzimas que estdo
amplamente distribuidas em células de mamiferos, plantas e microorganismos. Em
tripanossomatideos freqiientemente estdo associadas as membranas endoplasmaéticas
(Fernandes & Kidney, 2007), mas também sio conhecidas formas soltiveis no citoplasma,
como a presente em formas epimastigotas de 7. cruzi (Letelier et al.,1985). Embora sua
funcdo bioldgica ndo esteja totalmente esclarecida, sabe-se que em eucariotos possui
importante papel no processo de mineralizacdo, transporte de fosfato e regulacdo celular
através da hidrdlise de proteinas fosforiladas (Letelier et al., 1985). Além disso, estdo
envolvidas no processo de secre¢do da saliva, uma vez que localizadas nas glandulas
salivares e tendo sua atividade diminuida, uma diminuicdo no fluxo salivar foi observada
(Togari et al., 1987).

Sdo amplamente utilizadas em andlises bioquimicas como indicadores de doengas
hepidticas, principalmente colesterolemia. O aumento na atividade de fosfatase alcalina no
soro e em outros fluidos corpdéreos pode refletir modificacdes fisio ou patoldgicas
diferentes das de origem hepdtica, como observado nas gestantes que possuem alta
concentracdo dessa enzima secretada pela placenta. Doencas &sseas, enddcrinas,
neoplasias e outras desordens podem resultar do aumento dessas hidrolases (Fernandes &

Kidney, 2007).
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1.3.3 Proteinas Fosfatases

1.3.3.1 Proteinas Tirosina Fosfatases (PTPs):

A fosforilacdo de residuos de tirosina em proteinas € o mecanismo chave no
controle de muitas fungdes celulares em eucariotos, incluindo metabolismo, mobilidade,
crescimento, diferenciacdo, migragdo celular e expressdo génica entre outros. As PTPs
formam uma grande familia, composta por mais de 100 membros. Existem tanto como
receptores transmembranicos como formas citosodlicas (Bakalara et al., 1995).

As proteinas tirosina fosfatases caracterizam-se por possuir aproximadamente 240
residuos de aminodcidos, e um dominio altamente conservado com uma seqiiéncia
consenso no sitio catalitico caracteristico desta familia ([I/VJHCXAGXXR][S/T]G), onde
I- isoleucina, V- valina, H- histidina, C- cisteina, A- alanina, G- glicina, R-arginina, S-
serina, T- treonina e X- qualquer aminodcido, compartilhando um padrdo de sitio ativo
constituido por uma cisteina e uma arginina, que sdo essenciais para a catilise (Aoyama
et al., 2003).

PTPs classicas podem ser identificadas pela sensibilidade ao vanadato,
insensibilidade ao 4cido ocaddico, perda da dependéncia de ions metdlicos, pH 6timo
dcido ou neutro e total perda da atividade catalitica em caso de mutagdo entre a cisteina
por serina no sitio ativo (Senna et al, 2006).

Estudos bioquimicos e farmacoldgicos mostraram que essas enzimas exercem
controle fisiolégico de muitos tecidos regulando tanto positivamente, como
negativamente vias de sinalizacdo celular (Zhang et al., 2002). Mudancas anormais na
atividade dessas enzimas acarretam na fosforilacdo inapropriada de residuos de tirosina,
contribuindo para o desenvolvimento de varias patologias como neoplasias. Em uma

transformacg@o oncogénica ou estimulacdo de fatores de crescimento, o nivel de proteinas
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fosforiladas em residuos de tirosina aumenta de 1 a 2% na célula, podendo levar a graves
doencas como o céancer (Zhang et al., 2002; Aoyama et al., 2003).

Essas proteinas podem ser divididas de acordo com sua homologia de seqiiéncia
no sitio ativo e especificidade por substratos em PTPs especificas, fosfatases com
especificidade dual e proteinas fosfatases de baixa massa molecular relativa (Aoyama et
al., 2003).

- PTP especifica: hidrolisam apenas residuos de tirosina fosforilados; foram
subdividas em dois subgrupos (PTP tipo receptor e citossdlica), e estdo envolvidas em
mecanismos de comunicacio célula-célula e transdugdo de sinal.

-Fosfatases com especificidade dual: capazes de hidrolisar fosfatos monoésteres
de peptideos contendo fosfotirosina e fosfoserina/treonina, porém exibindo maior
afinidade com fosfotirosina.  Esta caracteristica dual parece estar associada a
profundidade do sitio ativo. Essas enzimas estdo envolvidas no controle do ciclo celular,
entre outras fungdes.

- PTPs de baixa massa molecular relativa: sdo curiosa e caracteristicamente
ativas em pH dcido (Aguirre-Garcia et al., 2005). Nao compartilham nenhuma homologia
de seqiiéncia com qualquer outra PTP, exceto pelo padrio do sitio ativo e mecanismo de
catdlise. Possuem um importante papel na regulagdo da proliferacdo celular através de
mecanismo que culmina na inibicdo da divisdo celular.

PTPs foram identificadas em bactérias como Yersinia sp., Salmonella sp e
Entamoeba histolytica e em protozodrios como 7. brucei. (Aguirre-Garcia, et al., 2005).
A diferenciagdo do T. brucei da forma sanguinea para a forma prociclica é aparentemente
acompanhada por aumento da fosforilagdo em residuos de tirosina (Fernandes et al.,
2007). Bakalara e seu grupo em 1995, observaram diferencas na atividade de PTPs

(entretanto sem identificar ou caracterizd-las) em formas epimastigotas e tripomastigotas
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de T. cruzi e sugeriram que a atividade dessas enzimas nesses organismos € regulada pelo

ciclo celular (Bakalara et al., 1995).

1.3.3.2 Serina-Treonina fosfatases (Ser/Thr):

As proteinas fosfatases (PPs) hidrolisam proteinas fosforiladas em serina/treonina
e ou com menos especificidade em tirosina (Harrison et al., 1999). Seis principais classes
de proteinas fosfatases foram identificadas em células eucaridticas, Proteina Fosfatase 1
(PP1), PP2A, PP2B, PP2C, PP4, PP5 e PP7. Esta classificacdo é baseada no uso de
ativadores, inibidores e substratos especificos, e requerimento de cations bivalentes (Orr
et al., 1999). Sequenciamento de aminodcidos e cDNA revelaram que PP1, PP2A, PP2B,
PP4, PP5 e PP7 sao membros da mesma familia de genes, denominada de familia PPP, a
qual apresenta caracteristicamente uma seqiiéncia homologa de 280 aminodcidos. A
proteina PP2C ¢ estrutural e mecanicamente diferente dos membros da familia PPP,
sendo classificada como um membro da familia PPM, familia essa das proteinas
fosfatases dependentes de Mg2+ (Orr et al., 2000; Gonzélez et al., 2003).

A importancia das PPs em eucariotos superiores se deve a sua participacdo em
processos como arranjo de microtubulos, crescimento, diferenciagdo e proliferacdo
celular, uma vez que as mesmas podem regular a atividade de outras enzimas por
desfosforilagdo de residuos de serina, treonina e tirosina. A PP1, um tipo de proteina
Ser/Thr fosfatase com importante papel em vérios processos celulares do ponto de vista
bioquimico, genético e farmacoldgico (Aoyama er al., 2003), estd envolvida na
diferenciagdo e crescimento celular de formas epimastigotas de 7. cruzi, estando ativa em
pH 7,0 apresentando 61% de homologia com a PP1 de mamiferos (Orr et al., 2000).
Gonzdles e seu grupo demonstraram a presenca de PP2A em 7. cruzi, também ativa em

pH 7,0 e propuseram que tenha papel central na diferenciacdo de formas tripomastigotas
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para amastigotas, provavelmente regulando a estabilidade de microtibulos (Gonzaléz et
al, 2003).

Em T. cruzi cepa G, PP2A € importante para a completa transformagdo de
tripomastigotas em amastigotas durante o ciclo de vida deste protozodrio. Esta enzima
tem uma alta homologia com a PP2A de T. brucei, mas homologia ndo significativa com

a enzima presente em humanos (Gonzaléz et al, 2003).
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2. Objetivos:

Como descrito na Introducdo, muitos grupos de pesquisa t€ém focado seus estudos
nas ectofosfatases, justificando sua importancia pela localiza¢do possivel envolvimento
em interagdes célula-célula, e papel central na modulagdo de diversas funcdes
bioquimicas em Trypanosoma spp. Nosso principal interesse foi determinar a atividade de
fosfatases utilizando-se homogenados celulares, de duas cepas de T. cruzi pertencentes a
diferentes linhagens e com diferentes resisténcias ao estresse oxidativo. As cepas
selecionadas para esse estudo foram: Y (linhagem II) e Tulahuen 2 (linhagem I).

Os objetivos desse trabalho foram:

Comparar as duas cepas quanto as seguintes caracteristicas:

- Especificidade das fosfatases pelo substrato (p-NPP), e determinag¢do dos
pardmetros cinéticos como Km e Vmax;

- Influéncia do tempo de reacdo na atividade enzimatica;

- Comportamento das fosfatases ao longo da curva de crescimento em relagdo ao
pH e a presenca e/ ou auséncia de provavel cofator no meio de reagio;

- Comportamento das enzimas na presenga de Ca’*;

- Avaliacdo da atividade enzimatica na presenca de inibidores especificos.
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3. Materiais e métodos:

3.1 Cultura de células e obtencao do homogenato celular:

Formas epimastigotas de 7. cruzi (cepas Tulahuen 2 e Y) foram crescidas a 28°C
em meio LIT (76 mM NaCl, 5,9 mM KCI, 12,3 mM de glicose, 78,5 mM Na,HPOy,,
0,56% triptose, 0,56% de infusdo de figado, 20 mg.L'1 de hemina, pH 7,4) e 10% de
soro fetal bovino inativado (Castellani et al., 1967). O homogenado celular foi
preparado com células em inicio da fase estaciondria (apés 5 dias de proliferagéo)
(Cicarelli et al., 2007). As células foram coletadas por centrifugacdo (2500 rpm, 5 min a
4 °C), lavadas uma vez com solugdo fisioldgica, sendo posteriormente ressuspendidas
em tampdo Hepes (10 mM) pH 7,0 ou tampdo Acetato de Sédio (10 mM) pH 5,0 de
acordo com o descrito nas legendas das figuras. A sonicagdo foi realizada em sonicador
da marca Bandelin Sonoplus, em dois ciclos de 10 segundos (intervalo de 10 segundos
entre os ciclos) com 45% de poténcia. Utilizando-se essas condi¢des, todas as células
foram lisadas. A concentracdo de proteinas totais foi determinada pelo método do
Biureto (Gornall et al., 1949), utilizando-se albumina sérica bovina como padrio. Para
as determinacdes durante as diferentes fases de crescimento, as células foram coletadas
apos 3 dias (fase log) e 7 dias (final da fase estaciondria) dias e 0 mesmo procedimento

descrito acima foi empregado.

3.2 Avaliacao da atividade fosfatasica:

O homogenato celular foi incubado por 15 minutos a 37 °C em 1 mL de meio
reacional, contendo o tampdo e 10 mM do substrato p-nitrofenilfosfato (p-NPP). Os
tampdes utilizados na concentragdo final de 0,1 M foram: Citrato de sédio para pH 3,0,
Acetato de sédio para ensaios em pH 4,0 e 5,0, para pH 6,0 Bis-Tris, nas determinacdes

em pH 7,0 Hepes e Tris-HCl para pH 8 (Letelier et al., 1986). A reagdo foi iniciada pela
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adicdo do homogenato celular e paralisada com 1 mL de NaOH 1 M. No branco, o
homogenato celular foi adicionado apds a adicdo da solucdo de NaOH. A atividade
também foi determinada na presenca de 10 mM de Mg2+ e 1 mM de Ca**
(concentragdes finais) exdgenos. A formacgédo do p-nitrofenol (p-NP), produto da reacéo
enzimdtica foi determinada pela leitura da absorbancia em 405 nm, considerando-se o
valor de 18000 L mol™". cm™ como a absortividade molar da forma do p-NP (Prazeres et
al, 2004). Em todos os ensaios, uma unidade de atividade enzimatica (UE) foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 pmol de produto por minuto. A
atividade enzimadtica especifica (AE) foi expressa como unidade de atividade enzimadtica

por miligrama de proteina (AE = UE. mg'l).

Formula da unidade enzimatica:

U.E. = ADbS (4050m) X volume total* (mL) x 10°

Tempo reagdo (min) x volume extrato (UL) x € (p-NP)

* yvolume reacional + volume de NaOH adicionado.

3.3 Ensaios com inibidores:

A atividade de fosfatases na presenca de inibidores foi realizada como descrito
em 3.2, na presenga do inibidor. Foram estudados os inibidores de: proteina tirosina
fosfatase, ZnSQ4 o-vanadato de sédio, p-hidroximercurobenzoato (pHMB) e
pervanadato (de Almeida-Amaral et al., 2006); fosfatase 4cida, tartarato e fluoreto de
sédio (Fernandes et al., 2007) e fosfatase alcalina, KH,PO,4 (Dutra et al., 2006). As

concentragdes de inibidores utilizadas nos ensaios estio descritas nas figuras.
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3.4 Analise estatistica:

Os resultados representam as médias de no minimo cinco experimentos
independentes, os quais foram realizados em duplicata. As barras representam o desvio
padrdo. Os dados foram analisados estatisticamente pelo Student’s ¢ test, valores de p
igual ou menor que 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Valores aparentes de Km e Vmax, foram calculados utilizando-se a regressdo
ndo linear computadorizada dos dados para a equacdo de Michaelis-Menten através de

programa Microcal TM Origin®, versio 6,0.
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4. Resultados e discussao:

Estudos realizados anteriormente em nosso laboratério apontaram diferencas
importantes entre as cepas de 7. cruzi, Y e Tulahuen 2, em relacdo a resisténcia ao
estresse oxidativo gerado pelo peréxido de hidrogénio (H,O,) niveis de proliferacdo
celular e concentracdo de triparedoxina peroxidase citosélica (Mielniczki-Pereira et al.,
2007). Visto que em eucariotos reacdes de fosforilacdo e desfosforilacdo sdo vias
fundamentais na regulacio de uma ampla variedade de func¢des, como proliferagcdo celular
e nutricdo entre outras, decidiu-se investigar as atividades das fosfatases nessas duas

cepas.

4.1 Determinacao da concentracao de extrato celular:
O primeiro passo na realizacdo deste trabalho foi determinar a concentragcdo
protéica ideal do extrato celular (homogenato), visando padronizar os experimentos

subseqiientes.

Absorbancia em 405 nm

0,005 0,01 0,02 004 006 008 0,1 0,2 0,4 0,6 1

Extrato celular (mg/ml)

Figura 2 - Efeito da concentracio de proteinas totais sobre o nivel
de p-NPP hidrolisado. Diferentes concentragdes de extrato celular, das
cepas de T. cruzi Tulahuen 2 (e) e Y (A) foram incubadas em tamp@o
Acetato de sédio pH 5,0 e a hidrélise do p-NPP foi determinada
conforme descrito em materiais e métodos.
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A desfosforilagdo do p-NPP foi dependente da concentracdo de proteina (Fig.2)
para ambas as cepas, embora a Y tenha mostrado atividade de fosfatases menor em
relacdo a outra cepa. Esse resultado, levou a escolha das concentracdes de 0,1 mg/mL e
0,6 mg/mL de extrato celular para Tulahuen 2 e Y respectivamente, uma vez que
aproximadamente o mesmo valor de absorbancia é observado para as duas cepas. Isso é
importante, pois efeitos de estimulo ou inibicdo da atividade enzimdtica puderam ser
detectados na faixa de sensibilidade do espectrofotometro.

Letelier e colaboradores em 1985 realizaram um estudo semelhante com a cepa
Tulahuen (diferente da Tulahuen 2) comparando a atividade de fosfatases em extrato
celular e em células intactas. Os resultados obtidos demonstraram que a produgio do p-
NP foi proporcional a concentragdo de células ou a concentragcdo protéica, embora o
extrato celular tenha promovido uma maior hidrdlise do p-NPP em relacdo as células
intactas. Tal fato foi atribuido a penetracio e solubilidade do substrato em células inteiras;
uma vez estando homogeneizadas, a disponibilidade e facilidade da interagdo fosfatases —

pNPP é maior.

4.2 Tempo de incubacio:

Partindo-se das concentracdes de extrato celular pré-determinadas, analisamos o
efeito do tempo reacional, objetivando estabelecer as condi¢des ideais para a realizacdo
desse estudo (Fig.3).

A atividade de fosfatases presentes na cepa Tulahuen 2 foi linear com o aumento do
tempo de incubagdo. O mesmo perfil foi exibido pela cepa Y até 15 minutos de reacdo,
quando se constatou ndo haver diferenca significativa na atividade enzimatica com o

aumento do tempo de incubacdo. Assim esse tempo foi adotado para os testes posteriores.
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Neste tempo observamos uma atividade especifica de 0,86 para a cepa Tulahuen 2 enquanto

que a capa Y apresentou atividade especifica aproximadamente 32 vezes menor.
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Figura 3 - Determinacio da atividade de fosfatases
em funcio do tempo de incubacio. Incubagdes do
extrato celular (Tulahuen 2, 0,1 mg/ml (o) e Y (A),
0,6 mg/ml) em tampao Acetato de sédio pH 5,0 por 25
min foram realizadas e a atividade enzimatica foi
determinada conforme descrito em materiais e
métodos. Andlise estatistica: *p> 0,05 representa
diferenca ndo significativa.
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4.3 Parametros cinéticos:
A Figura 4 e Tabela I resumem os parametros cinéticos das fosfatases das duas

cepas.

0.10
0.08
0.06
0.04

0.02

Atividade de fosfatase (umol/min)
.

0 2 4 6 8 10
pNPP (mM)
Figura 4 - Determinacio dos parametros

cinéticos das cepas Tulahuen 2 (o) ¢ Y (A).
Concentragdes crescentes de p-NPP  foram
utilizadas, para se determinar os valores aparentes de
Km e Vmax. A incubacdo foi feita em tampdo
Acetato de sédio pH 5,0 por 15 min.

Tabela I - Determinacao dos parametros cinéticos das fosfatases de 7. cruzi.

Cepas

Parametros Y Tulahuen 2
cinéticos

Km 1.04 + 0.04 0.59 +0.2
(mM)

Vmax 0.013 0.087
(umol/min)

Constante de 0.012 0.147
especificidade
(Vmax/Km)

Os parametros cinéticos foram calculados a partir da Figura 4. Andlise estatistica: p <
0,05 para todos os resultados.
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Os parametros cinéticos exibidos na Tabela I, revelam um valor de Km obtido
para a cepa Y cerca de 1,8 vez maior que para a Tulahuen 2, refletindo uma baixa
afinidade das enzimas da cepa Y pelo substrato p-NPP. Comparando-se os valores
aparentes de Vmax e constante de especificidade, a cepa Tulahuen 2 alcangou valores 7
e 12,3 vezes respectivamente, maiores que os da cepa Y. Este grupo de resultados
mostra que a alta capacidade de hidrdlise do substrato pelas enzimas da Tulahuen 2

(Fig. 2) € reflexo da maior especificidade pelo substrato.

4.4 Atividade de fosfatases nas diferentes fases da proliferacao celular:

Alguns autores vém demonstrando a capacidade do 7. cruzi em se adaptar aos
micro habitats com diferentes pHs aos quais é submetido ao longo de suas
transformacdes morfoldgicas. As formas epimastigotas sdo aptas a sobreviver em
ambientes com pH variando de 5,0 a 9,0; as tripomastigotas metaciclicas sobrevivem
por poucas horas no meio acido do vactuolo fagocitario (pH 4,5 — 5,5) e as amastigotas,
multiplicam-se e transformam-se em tripomastigotas, os quais destroem a célula do
hospedeiro escapando para o ambiente intercelular e sangue em meio neutro (pH 7,0 —
7,2). Além disso, as fases do ciclo de vida deste protozodrio sdo condicionadas por uma
série de mudancas abruptas no pH extracelular (Gil et al., 2003).

Partindo desses conhecimentos decidiu-se investigar a atividade de fosfatases em
diferentes pHs ao longo da curva de proliferagdo de formas epimastigotas (Fig. 5). Apds
3 dias (comeco da fase logaritmica), 5 dias (comeco da fase estaciondria) e 7 dias (fase

estaciondria) de proliferacédo as atividades enziméticas foram determinadas.
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Figura 5 - Analise da atividade de fosfatases nas diferentes fases de proliferacio

celular. A atividade das fosfatases foi determinada nos extratos protéicos das cepas

Tulahuen 2 (A- com 10mM de Mg**) e (B- sem Mg™) e na Y (C- com 10mM de

Mg*) e (D- sem Mg™), nas diferentes fases da proliferacdo. Andlise estatistica:

diferenca significativa para todos (p < 0,05). Nao significativa em: (A — 3° e 5° dias

pH 5.0 e 3° and 7° dias no pH 8.0); (B - 3° e 5° dias: pH 4,0-8,0 5°e 7° dias: pH 3 e 7,

3° and 7° dias: pH 3, 5,0-8,0); (C - 3° and 5° dias, pH 4.0, 5° and 7° dias: pH 3.0, 3°

and 7° dias: pH 5,0-8,0) e (D - 3° e 5° dias, pH 6,0, 5° e 7° dias: pH 3,0 ¢ 7,0, 3°e 7°

dias: pH 4,0-6,0).

Em geral, observou-se um aumento na atividade de fosfatases
concomitantemente com a progressdo da proliferacdo celular até a fase estaciondria (7°
dia), onde as atividades diminuiram a niveis préximos ou abaixo dos observados no
inicio da fase log (3° dia).

O efeito da adicdo do magnésio foi avaliado uma vez que o mesmo € cofator

para as fosfatases alcalinas. E importante ressaltar que com a adi¢gdo de magnésio a

atividade dependente e independente de magnésio foram medidas.
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Com a cepa Tulahuen 2, na presenca de Mg2+, estando as células no inicio da
fase estaciondria (5° dia), um aumento significativo na atividade de fosfatases foi
observado em pH 4,0 e 8,0 (21 e 40% respectivamente) (Fig. SA). Na fase estaciondria
de crescimento (7 dias), uma diminuicdo de 55% em todos os pHs foi observada em
comparagdo ao inicio desta fase. Este resultado assemelha-se ao obtido por Letelier e
seu grupo, que reportaram a diminui¢do da atividade de fosfatases 4cidas e alcalinas em
60% quando as culturas atingiram a fase estaciondria de crescimento (Letelier et al,
1985). No mesmo trabalho estabeleceram uma correlagdo entre essas atividades e as
fosfatases localizadas no citosol e ndo ligadas a membranas.

Observando os resultados obtidos com células no inicio da fase estaciondria,
em ambas as cepas, a atividade de fosfatases foi maior em relagdo aos outros dias (Fig.
5A e C), indicando um papel importante das fosfatases nessa fase de crescimento. E
interessante notar que na cepa Tulahuen 2 a atividade de fosfatases em pH 4,0 foi a mais
pronunciada, enquanto que na Y uma maior atividade foi observada em pH 7,0. Muitos
autores t&m atribuido as fosfatases dcidas envolvimento em processos de nutricdo do 7.
cruzi (Avila et al., 1979; Letelier et al., 1985; Dutra et al., 2006) e as proteina tirosina
fosfatases (PTPs), envolvimento na proliferacdo celular (Bakalara er al., 1995). Um
trabalho realizado em nosso laboratério com as cepas Tulahuen 2 e Y mostrou
diferencas entre a densidades populacionais quando as duas cepas atingiram a fase
estaciondria de crescimento, tendo a Tulahuen 2 atingido a fase estaciondria no mesmo
tempo que a Y, porém com uma densidade populacional maior (Mielniczki-Pereira et
al., 2007). Um dos fatores que favorecem a entrada das células na fase estaciondria € a
disponibilidade de substratos. Assim, os resultados obtidos para as fosfatases em

conjunto com o estudo de Mielniczi-Pereira sugerem que a cepa Tulahuen 2 por ter uma
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maior atividade de fosfatases dcidas, seja capaz de proliferar-se mais rapidamente que a
cepa Y.

Ainda analisando os resultados obtidos com adicdo de Mg2+ ao meio reacional
(Fig. 5A e C), ha a sugestdo de que o Mg”* seja um importante cofator para as fosfatases
alcalinas, principalmente na cepa Y (Fig. 5C). Surpreendentemente, quando os ensaios
foram realizados sem adi¢io de Mg** ao meio reacional, uma diferenca significativa na
atividade de fosfatases (diminui¢do de 40%), para ambas cepas em pH 4,0 foi observada
quando atingiram a fase estacionéria (7° dia) (Fig. 5B e D).

Quando analisamos a atividade de fosfatases na cepa Y com adicdo de magnésio
ao meio reacional, diferencas estatisticamente significativas foram observadas entre o
comeco da fase estaciondria e o comeco da fase logaritmica e a fase estaciondria, sendo
as duas tltimas iguais nos pHs 6,0 — 8,0 (Fig. 5C). E importante mencionar que
diferentemente da cepa Tulahuen 2, na cepa Y atividades similares foram observadas no

3°e 7° dia de proliferacdo.

4.5 Efeito da adicio de Ca®* sobre a atividade de fosfatases:

O aumento na concentracio intracelular de Ca®* em T. cruzi e nas células do
hospedeiro € indispensdvel para o processo de invasdo do parasita (Moreno et al.,
2007). Além do mais, mudangas no desenvolvimento e niveis de proliferagdo celular
podem igualmente depender de cdlcio (Moreno et al., 2007). Uma proteina homodloga de
calcineurina (PP2B) foi identificada em 7. cruzi. Aparentemente, a mesma perdeu sua
regulacdo por Ca®, sendo regulada diferentemente no 7. cruzi. Entre as Ser/Thr
fosfatases esta é a unica conhecida que possui regulacdo pelo sistema Ca®"/

Calmodulina e é importante, pois estd envolvida em ativacdo de cascata apoptdtica

(Moreno et al., 2007). Em Leishmania donovani essa fosfatase foi identificada, estando
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ativa em pH 7,5, exibindo dependéncia do sistema Ca**-calmodulina para estar ativa,
entretanto seu papel fisiolégico ndo estd elucidado (Banerjee et al., 1999).
Tomando essas informagdes, decidimos investigar os efeitos do célcio sobre a

atividade de fosfatases nos homogenatos celulares em uma ampla faixa de pH.
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Figura 6 — Influéncia do calcio sobre a atividade de fosfatases do 7. cruzi.
O extrato celular das cepas Tulahuen 2 (A) e Y (B), foi incubado na presenca (coluna
rachurada) e auséncia (coluna preenchida) de 1mM de CaCl,. Os tampdes utilizados e
as demais condi¢des encontram-se em materiais € métodos. Andlise estatistica: *p<
0,05 representa diferenca significativa.

Como pode ser visto na Figura 6, a adicdo de cdlcio ao meio de reacdo,
provocou efeito inibitdrio significativo na atividade de fosfatases da cepa Tulahuen 2
(A) em pH 8,0, promovendo uma reducdo de 50% da atividade enzimdtica. A
atividade das fosfatases da cepa Y (B) foi inibida, porém, nos pHs 7,0 (50%) e 8,0
(75%).

A literatura disponivel relata que as fosfatases alcalinas tém pH ideal entre 8,0 e
9,0 e que dependem de cofatores como magnésio, cobalto ou manganés (Aoyama et
al., 2003). Embora o célcio seja um fon bivalente, nao ha referéncias do mesmo como
cofator para fosfatases alcalinas. Entretanto, o cdlcio compete com os cofatores,
exercendo inibicio sobre a atividade enzimdtica de fosfatases alcalinas. O
comportamento do cédlcio como um inibidor ocorreu em valores altos de pH (8,0) para

as duas cepas, onde as fosfatases alcalinas estdo ativas. Curiosamente na cepa Y em
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pH 7,0 um efeito inibitério (50%) foi observando, entretanto essa inibicdo foi mais
pronunciada em pH 8,0 (75%). O trabalho publicado por Dutra e colaboradores em
2006, relatando que em pH 6,8 o cdlcio ndo causa nenhuma alteragdo na atividade de
fosfatases de formas epimastigotas de 7. cruzi, assemelha-se ao resultado obtido com
a cepa Tulahuen 2, uma vez que em pH 7,0 o cdlcio néo interferiu significativamente
na atividade das fosfatases (Dutra et al., 2006). Visto que nessa faixa de pH nao estdo
ativas as fosfatases alcalinas e mesmo o grupo de Dutra empregando uma
concentracdo 5 vezes maior de cdlcio do que a utilizada nesse estudo, ndo detectaram
diminui¢do na atividade enzimdtica (Dutra et al., 2006). Intrigantemente o ocorrido
com a cepa Y, levou-nos a outra hipdtese, talvez nessa cepa em pH 7,0 algum tipo de
proteina fosfatase dependente de cofator esteja ativa e ndo uma fosfatase alcalina, ja

que esse grupo de fosfatases apresenta atividade apenas em valores acima do pH 8,0.

4.6 Acao dos inibidores sobre a atividade das fosfatases:

Ao observarmos, o comportamento das cepas em relacdo ao pH, decidimos
utilizar os valores onde a atividade mostrou-se mais pronunciada (4,0 e 7,0), para
realizar os testes com inibidores especificos. Desde o comeco do trabalho, estudamos as
fosfatases em células no inicio da fase estaciondria (5 dias), com interesse de entender
mecanismos que se diferenciam nas duas cepas, nesse periodo da proliferacdo.De fato,
os dados mostrados na Fig. 4, nos indicaram ser essa a fase da proliferacdo mais
interessante para o estudo ser conduzido.

O estudo voltou-se entdo a investigagdo do perfil de alguns inibidores sobre a
atividade de fosfatases nos pHs 4,0 (Tabela II) e 7,0 com e sem adicdo de Mg2+ (Tabela

I1D).
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Tabela II — Efeito de moduladores sobre a atividade de fosfatases de

T.cruzi em pH 4,0
Inibicao da atividade de fosfatases (%)
Moduladores
Tulahuen 2 Y
EDTA (1 mM) 11* 10*
NaF (10 mM) 92 88
Tartarato (10 mM) 77 68
KH,PO,4 (5 mM) 25 -
pHMB (1 mM) 26 -
ZnS04 (1 mM) 16* -
o-vanadato (1 mM) 93 62
88 70
Pervanadato (0.1 mM)
Pervanadato (1 mM) 84 66

Os homogenados celulares foram incubados em tampao Acetato, pH 4,0 por 15
min, na presenca de diferentes moduladores. Controle (100% de atividade de
fosfatase): 1,75 + 0,36 ¢ 0,05 + 0,008 pmol.min".mg™' para as cepas Tulahuen 2 e
Y, respectivamente. Andlise estatistica: * p> 0,05 foram considerados nao
significativos. Auséncia de inibicdo € representada por (-).

Os resultados da (Tabela II) demonstraram que em pH 4,0 o agente quelante
EDTA nfo teve efeito em ambas as cepas, indicando a auséncia de fosfatases
dependentes de metal neste pH nessas duas cepas de 7. cruzi. Os inibidores classicos de
fosfatases acidas, tartarato e fluoreto de s6dio (Bakalara et al., 1995) causaram o mesmo
efeito nas duas cepas (inibicdo de 70 e 90% da atividade respectivamente), embora o
fluoreto de sédio tenha sido mais efetivo. Fosfato monobdsico de potassio (KH,POy,),
um inibidor de fosfatase alcalina, inibiu em 25% a atividade enzimdtica na cepa
Tulahuen 2 e falhou na inibicdo na cepa Y. Interessantemente, Dutra e colaboradores
observaram o mesmo efeito deste inibidor sobre a atividade de ectofosfatases da cepa Y

(Dutra et al., 2006). Achamos intrigante o fato do KH,PO, ter exibido efeito inibitdrio

sobre as fosfatases da cepa Tulahuen 2 em pH 4,0 uma vez que nesse valor de pH as
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fosfatases alcalinas ndo estdo ativas, esse resultado nos levou a hipétese de que este
inibidor ndo seja especifico para fosfatases alcalinas.

A fosforilagdo de proteinas especificamente em residuos de tirosina compreende
um dos principais mecanismos de controle para uma série de eventos como, proliferacéo
celular, diferenciagdo, metabolismo, ciclo celular e expressdo gé€nica, entre outros
(Cuevas et al., 2005). As PTPs, como dito anteriormente, dependem do residuo de
cisteina, que é essencial para a catélise enzimética (Ferraro et al., 2007). Esse residuo de
cisteina pode ser regulado por reacdes reversiveis de oxidagdo/redu¢do por agentes
oxidantes celulares (Ferraro et al., 2007; Chiarugi, 2005) que provavelmente estio
envolvidos no mecanismo de regulacdo in vivo da atividade desta classe de enzimas
(Huyer et al., 1997). Bakalara e colaboradores propuseram em 1995, que a atividade de
PTPs pode desempenhar um papel central no crescimento e diferenciagdo de formas
sanguineas do T. brucei (Bakalara et al., 1995).

As células da cepa Tulahuen 2 alcangam a fase estaciondria no mesmo ponto que
as da cepa Y, porém com uma densidade celular maior (Mielniczki-Pereira et al., 2007).
Essa diferenca no niimero de células pode ser resultado de um aumento da atividade de
PTPs nas mesmas, estimulando sua proliferacdo. Os dados representados na Figura 5 A
e B, mostram em todas as fases da proliferacio celular uma maior atividade de
fosfatases na cepa Tulahuen 2 em comparacdo a outra cepa.

A partir destes resultados e das informag¢Ges obtidas na literatura evidenciando a
importancia das PTPs, decidimos testar os efeitos de diferentes inibidores cldssicos
sobre a atividade desse grupo de fosfatases. O pHMB, um conhecido inibidor de
enzimas dependentes de grupamentos SH, promoveu baixa inibicdo da atividade
enzimdtica na cepa Tulahuen 2 (26%), enquanto que na cepa Y néo afetou a atividade.

Zinco, cujo mecanismo inibitério pode envolver oxidacdo reversivel do residuo de
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cisteina, ou ainda a ligagdo coordenada de dtomos de zinco no sitio ativo (Ferraro et al.,
2007), ndo teve efeito expressivo em ambas as cepas.

Os inibidores o-vanadato e pervanadato t€m sido amplamente estudados por
seus efeitos insulino miméticos e sdo geralmente empregados para inibir a atividade
catalitica das PTPs. Pervanadato (combinacdo 1:1 de o-vanadato e perdxido de
hidrogénio) é um inibidor irreversivel das PTPs, diferente do o-vanadato que possui
inibicdo completamente reversivel (Lau et al., 1989; Huyer et al., 1997). O pervanadato
¢ um potente inibidor de PTP gracas ao H,O,, que promove a inativa¢do enzimética
através da oxidac@o da cisteina essencial para a catdlise (Huyer et al., 1997). Estudos in
vitro mostram que tal inibicdo é revertida apenas em incubacdes contendo tidis
(Chiarugi, 2004). O mecanismo de inibi¢do pelo o-vanadato € atribuido a sua
conformacdo quando oxidado, pois assume forma tetraédrica, semelhante a estrutura do
fosfato, agindo competitivamente (Chiarugi, 2004). Houve inibicio de 93% na
atividade das fosfatases da cepa Tulahuen 2 e 62% nas da cepa Y quando o-vanadato foi
testado. O pervanadato, inibiu em 88 e 70% a atividade enzimdtica nos extratos

celulares de Tulahuen 2 e Y respectivamente.
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Tabela III - Efeito de moduladores sobre a atividade de fosfatases de T.cruzi dosadas

em pH 7,0 com ou sem adiciao de Mg2+ (10mM).

Inibicao da atividade de fosfatases (%)
Moduladores Tulahuen 2 Y
'Mg2+ + Mg2+ - Mg2+ + Mg2+
EDTA (1 mM) 4 ND 43 ND
NaF (10 mM) 80 96 75 86
pHMB (1 mM) 65 67 57 7*
Tartrato (10 mM) 12% 18* 20% 7*
o-vanadato (1 mM) 75 90 84 86
KH,PO, (5 mM) 33 34 20% 21%*
ZnS04 (1 mM) 42 83 36 71
Pervanadato (0.1 mM) 79 83 59 79
Pervanadato (1 mM) 69 89 75 93

Os homogenatos celulares foram incubados em tampao Hepes 1M, pH 7,0 por 15 min, na presenca de
diferentes moduladores. Controle (100% de atividade de fosfatase): 0,52 + 0,09 e 1,60 + 0,39 pmol.min"
'.mg” para a cepa Tulahuen 2, com e sem adi¢io de Mg”* (10 mM) adicionado respectivamente. Para a
cepa Y 0,044 + 0,008 e 0,14 + 0,04 pmol.min".mg"', com ou sem adi¢do de Mg** respectivamente.
Andlise estatistica: * p> 0,05 foram considerados sem diferenca significativa. Auséncia de inibicdo é
representada por (-) e ndo determinada por (ND).

Analisando-se os resultados obtidos com a cepa Tulahuen 2 em meio reacional
com pH 7,0 sem adi¢do de Mg2+ (Tabela III), EDTA e tartarato ndo inibiram
significativamente as fosfatases. Entretanto, o fluoreto (NaF), outro inibidor de
fosfatases dcidas promoveu uma inibicdo na ordem de 80%. O inibidor de fosfatase
alcalina, KH,PO,, levou a uma inibicdo de 33% na atividade enzimatica, sendo o
mesmo padrio de inibi¢do observado com a adicdo de magnésio a reagido, mas como em
pH 7,0 as fosfatases alcalinas estdo inativas, provavelmente esses resultados sdo
devidos a inibic¢do da atividade de outro tipo de fosfatase, talvez uma proteina fosfatase.
Relacionando esse resultado aos obtidos na presenca de calcio (Fig. 6-A) podemos
levantar a hipétese de que a cepa Tulahuen 2 possua um tipo de fosfatase ativa em pH

7,0 e que provavelmente sua atividade ndo dependa de cofator. Os inibidores de PTP,
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pHMB e Zn™, promoveram uma inibicdo de 65 e 42% respectivamente. O o-Vanadato
e pervanadato tiveram efeito similar, que foi de 75 e 79%. Comparando este perfil com
o da cepa Y, notamos que o EDTA tem um forte efeito inibitério, enquanto que o do
tartarato e do KH,PO4 ndo foi significativo (20%). O pHMB, Zn*t e o-vanadato,
inibiram a atividade em 57, 36 e 84% respectivamente. Talvez a fosfatase alcalina da Y
seja semelhante a do trabalho de Dutra, onde levantam a suposi¢do de estarem tratando
de uma nova fosfatase, pois o KH,PO, falhou em inibir a atividade desta enzima sem
magnésio adicionado ao meio. No caso deste trabalho observamos que tanto na
presenga quanto auséncia do Mg2+ os niveis de inibicdo foram baixos
(aproximadamente 20%) respectivamente. Interessantemente, foi necessdrio aumentar
em 10 vezes a concentragdo de pervanadato quando a atividade de fosfatases foi dosada
na cepa Y, para se obter o nivel semelhante de inibi¢do alcancado na cepa Tulahuen 2.

Quando Mg2+ exdgeno estava presente na reacdo, uma alta porcentagem de
inibi¢do foi observada com fluoreto, zinco e pervanadato, para ambas as cepas. O o-
vanadato promoveu nas duas cepas alta inibicdo, entretanto na cepa Tulahuen 2 essa
inibicdo foi maior na presenca de magnésio. Tartarato ndo promoveu inibi¢do
significativa, KH,PO, (¢ pHMB inibiram as fosfatases da Tulahuen 2 de forma
diferente, tendo o pHMB exibido praticamente o dobro de inibi¢do em relacdo ao
KH,PO,.

Resultados interessantes foram obtidos com a cepa Y na presenga de pHMB e
tartarato. Especulamos que o Mg2+ pdde interagir no sitio de reacdo bloqueando o
acesso do inibidor a enzima, uma vez que a presenga de magnésio reverteu a inibi¢do
alcangada na reacdo sem a adicdo desse cation.

O substrato artificial, inespecifico e de baixo peso molecular pNPP utilizado

nesses experimentos permitiu determinar a atividade de fosfatases presentes em extrato
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celular das cepas Tulahuen 2 e Y de 7. cruzi. O entendimento mais preciso sobre essas
proteinas fosfatases requer uma investigacdo detalhada com substratos especificos,

visando uma melhor caracterizagdo das fosfatases nos pHs estudados.

5. Conclusoes:

- As cepas Tulahuen 2 e Y apresentam diferentes parametros cinéticos,
resultantes da diferenca na constante de especificidade pelo substrato, exibindo a cepa
Tulahuen 2 12 vezes mais afinidade pelo p-NPP que a cepa Y.

- As fosfatases da cepa Tulahuen 2 foram mais ativas em pH 4,0 mesmo com
adicdo de Mg2+ ao meio. Na cepa Y, a maior atividade de fosfatases apds a adi¢do do
magnésio foi em pH 7,0.

- O perfil de inibi¢cdo promovido pelo Ca** sugere que as cepas Tulahuen 2 e Y
possuem fosfatase alcalina ativa apenas em pH 8,0; na cepa Y provavelmente uma
proteina fosfatase dependente de cofator estd ativa em pH 7,0.

- Os inibidores mostraram que em pH 4,0 o perfil de fosfatases 4cidas é
semelhante nas duas cepas. Entretanto, a cepa Tulahuen 2 apresenta maior atividade de
PTP. Isso nos leva a concluir que ndo apenas as fosfatases dcidas sdo as responsdveis
pelas diferencas observadas na proliferacdo celular (inicio da fase estaciondria). Talvez
ocorra sinergismo entre esses dois grupos de enzimas promovendo a proliferacdo das
células.

- Diferentemente do descrito na literatura, ambas as cepas apresentam fosfatases
dcidas ativas também em pH neutro, uma vez que o NaF inibiu cerca de 80% da
atividade de fosfatases medidas em pH 7,0.

Esses resultados reforcam a heterogeneidade existente na populagdo de 7. cruzi e

indicam um possivel envolvimento das fosfatases no ciclo celular do parasita, assim
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uma caracterizagdo mais especifica dessas enzimas poderd fornecer indicios de novos

alvos para o desenvolvimento de novas terapias para o tratamento da doenca de Chagas.
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