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INTRODUCAO




1.  INTRODUGAO

O género Giardia inclui protozoarios flagelados que podem parasitar o
intestino delgado de varias espécies de vertebrados, incluindo mamiferos,
aves, répteis e anfibios. Atualmente, Giardia €& considerado um dos 10
principais parasitas que infectam o homem, principalmente, nos paises em
desenvolvimento, onde é uma das causas mais comuns de diarréia
infecciosa’.

Esse protozoario foi observado pela primeira vez em 1681 por Anton
van Leeuwenhoek, a partir da analise das suas proprias fezes, porém foi
Lambl, em 1859, quem o descreveu mais detalhadamente. Nessa ocasido,
Lambl por ter acreditado que o protozoario pertencia ao género Cercomonas,
denominou-o Cercomonas intestinalis'. O género Giardia foi criado por
KUNSTLER? ao observar um flagelado presente no intestino de girinos de
anfibios anuros. Ap6s a criacao do género, varios nomes foram atribuidos as
espécies, entre eles, Giardia intestinalis, Giardia duodenalis, Giardia lamblia e
Giardia enterica. Vale destacar que, as denominagdes G. lamblia, G.
duodenalis e G. intestinalis tém sido empregadas como sinonimia,
particularmente para isolados de origem humana.

Apesar de ter sido observado pela primeira vez em 1681, Giardia
apenas comecgou a despertar maior interesse dos pesquisadores em 1932,
quando o parasitologista Charles Stiles suspeitou de que havia uma relacéo
entre a infeccdo pelo protozoario e a ocorréncia de casos de diarréia®. A partir

de entdo, tem sido um dos parasitas mais investigados, entretanto, ainda



persistem grandes questdes que ndo foram adequadamente elucidadas, em
especial, no que diz respeito a taxonomia, patogenicidade e ao potencial
zoonatico.

Ainda hoje, a taxonomia desse protozoario €& controversa e a
determinacao das espécies tem se baseado em critérios como hospedeiro de
origem e caracteristicas morfolégicas. Entretanto, diferentes autores acreditam
que considerar o hospedeiro ndo constitui um critério valido, uma vez que, pela
analise do DNA, espécies de Giardia de diferentes hospedeiros apresentam-se
idénticas, enquanto que aquelas de um mesmo hospedeiro podem ser
marcantemente diferentes®. Diante disso, a classificagdo proposta por FILICE®
em 1952 tem sido a mais aceita, sendo que, de acordo com este sistema, o
género Giardia € dividido em trés espécies: G. duodenalis que infecta varios
mamiferos, inclusive o homem, aves e répteis, G. muris que infecta roedores,
aves e répteis e G. agilis que infecta anfibios. Aléem dessas trés espécies, duas
espécies encontradas em aves foram propostas: G. psittac® e G. ardeae’
descritas em periquitos e gargas azuis, respectivamente. Uma sexta espécie,
G. microti, encontrada em roedores conhecidos como camundongo-do-campo
e rato-almiscarado, foi proposta com base na morfologia do cisto® e na analise
da sequiéncia da subunidade menor do RNA ribossémico®.

Estudos moleculares recentes tém revelado que G. duodenalis € um
complexo que inclui isolados morfologicamente indistingliveis, porém
geneticamente distintos. At¢é o momento, isolados de Giardia obtidos do
homem e de outras espécies de mamiferos, foram incluidos em oito grupos

genéticos principais, denominados “assemblages”. As investigagdes



epidemioldgicas revelam que o homem pode ser infectado pelos gendétipos
identificados como “assemblages” A e B, que reunem isolados considerados
potencialmente zoonéticos, pois infectam também os caes™®.

No que se refere a biologia de Giardia, o ciclo de vida é relativamente
simples, visto que o parasita apresenta apenas duas formas evolutivas
distintas, o trofozoito e o cisto. Durante o ciclo biolégico, os trofozoitos
aderidos a mucosa intestinal multiplicam-se por divisédo binaria e passam por
um processo de encistamento formando assim, os cistos, os quais sao
eliminados com as fezes do hospedeiro. Os cistos sdo as formas infectantes
para o homem e para os animais, sendo que a transmissao ocorre por via
fecal-oral, seja, indiretamente, pela ingestdo de agua e alimentos
contaminados, ou, diretamente, de pessoa a pessoa por meio de méos
contaminadas e a partir do contato com animais infectados com Giardia. Nos
paises em desenvolvimento, onde faltam condi¢cbées basicas de saneamento e
tratamento de agua eficiente, a a4gua consiste em importante veiculo para a
transmissao de Giardia, seja pela ingestdo direta ou indiretamente pelo
consumo de alimentos ou bebidas preparados com agua contaminada; além
da contaminacéao acidental do ser humano, durante atividades recreacionais ou

profissionais”.

A infecgao por Giardia apresenta ampla distribuicdo mundial, podendo
ocorrer em populacdes residentes em areas desenvolvidas e em
desenvolvimento. Entretanto, as maiores prevaléncias sao observadas em

areas onde as condi¢cdes sanitarias e socio-econbmicas da populagdo sao



precarias. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (1996)"?

, estima-se que
haja aproximadamente 200 milhdes de pessoas entre a Asia, Africa e América
Latina com giardiase sintomatica, sendo que 500 mil novos casos séao
registrados a cada ano. Entre os individuos residentes em paises
desenvolvidos, como por exemplo, os Estados Unidos, Canada, Reino Unido e
Australia, Giardia € o principal parasita encontrado na populagdo. Nessas
areas, além das altas prevaléncias constatadas em grupos especificos, como
por exemplo, em viajantes e homens homossexuais, a infec¢ao por Giardia é a
causa mais freqlente de surtos epidémicos de diarréia associados a agua para
consumo ™2,

Quanto a sintomatologia, a infecgdo por Giardia apresenta um espectro
clinico diverso, entretanto a maioria dos individuos €& assintomatica. Nas
infeccbes sintomaticas, a manifestacao clinica mais freqlente € a diarréia que
pode ser aguda ou cronica, mas com freqUéncia, a infeccdo é resolvida
espontaneamente e os sintomas desaparecem em algumas semanas'*. Maior
impacto clinico da infecgdo por Giardia tem sido observado em individuos
malnutridos, imunocomprometidos e em criangas. Nessas Ultimas, as
complicagbes decorrentes da giardiase, como a diarréia persistente e a ma
absorc¢ao intestinal, podem comprometer o desenvolvimento fisico e mental'®.

Apesar dos varios estudos, pouco € conhecido sobre a patofisiologia da
diarréia e da ma absorgéo intestinal associadas a infecgdo, sendo que os
eventos responsaveis por alteragbes do epitélio intestinal ainda n&do foram

completamente elucidados™. Ao que tudo indica, os mecanismos

etiopatogénicos na giardiase sdo multifatoriais, podendo ser determinados por



fatores relacionados ao parasita (mecanicos, proteoliticos, imunologicos) e ao
hospedeiro (dieta, microflora intestinal e estados nutricional e imunolégico)'.
Dessa forma, a interacao estabelecida entre o parasita e o hospedeiro envolve
mecanismos que podem participar diretamente da patogénese da -giardiase.

Diferentemente do que ocorre em outras infec¢des parasitarias, Giardia
pode determinar alteracbes morfolégicas e fisiologicas do epitélio intestinal
sem que haja invasado tissular e celular. A colonizacdo do intestino pelo
parasita pode alterar a arquitetura da mucosa intestinal, especialmente, no que
diz respeito a organizagdo das microvilosidades. Analises histopatolégicas de
bidpsias intestinais obtidas de animais inoculados experimentalmente e de
individuos infectados tém revelado alteracbes que podem variar desde o
achatamento até a atrofia das microvilosidades'”'®. A grande maioria dos
pesquisadores concorda que as alteracdes estruturais da mucosa intestinal,
possivelmente em combinagdo com outros mecanismos patoldgicos, sejam
uma das causas dos disturbios intestinais associados a giardiase.

Atualmente, estudos bioquimicos e de biologia molecular tém
possibilitado a identificagdo de moléculas do parasita envolvidas na relagao
parasita-hospedeiro e que participam da patogénese da giardiase. Em estudos
recentes sobre a patofisiologia da giardiase, chama a atencdo dos
pesquisadores o fato de que a atividade de produtos do parasita sobre a
mucosa intestinal pode alterar a permeabilidade das células, e com isso,

quebrar a fungéo do epitélio como barreira'?°,



Diante disso, tem sido crescente o interesse dos pesquisadores em

investigar as substancias secretadas e/ou excretadas pelos trofozoitos de
Giardia com o propésito de identificar aquelas que possam estar diretamente
envolvidas na relacdo parasita-hospedeiro. Até o presente, sabe-se que
trofozoitos de Giardia apresentam uma variedade de substancias
potencialmente toxicas, entre as quais destacam-se proteinas e lectinas que
podem ser responsaveis por causar injdrias no epitélio intestinal'®2".
Entre as proteinas de Giardia que tém sido alvo de investiga¢des incluem-se
aquelas que apresentam atividade catalitica, mais precisamente, as proteases.
Essas moléculas, também denominadas enzimas proteoliticas, caracterizam-
se pela capacidade de catalisar a hidrélise das ligagdes entre os peptideos de
uma proteina®.

As proteases constituem uma grande familia e geralmente tém sido
classificadas com base em dois critérios principais: (1) o tipo de reacao
catalisada e (2) a natureza quimica do sitio catalitico. De acordo com a
posicao da ligacao peptidica a ser clivada na cadeia, as proteases podem ser
subdivididas em endopeptidases e exopeptidases. Além disso, baseando-se
no grupo funcional presente no sitio ativo, as endopeptidases podem ser ainda
classificadas em quatro grupos principais: serina-proteases, cisteina-proteases
ou tiol proteases, metalo-proteases e aspartil-proteases®.

Essas enzimas encontram-se amplamente distribuidas na natureza,
podendo ser identificadas em diferentes sistemas bioldgicos, desde virus até
vertebrados. Atualmente, as proteases dos parasitas tém despertado grande

interesse dos pesquisadores, sendo que a identificagdo e a caracterizagao



dessas moléculas abrangem um grande volume de investigagcdes, em especial,
no que se refere as proteases ligadas a membrana de superficie e aquelas que
sdo excretadas e/ou secretadas. Nesses organismos, as proteases podem
desempenhar papel importante em processos como (1) invasao dos tecidos do
hospedeiro, (2) digestdo de proteinas especificas do hospedeiro importantes
para o metabolismo do parasita, (3) imuno-evaséo e modulagdo da resposta
imune do hospedeiro, (4) multiplicagdo e diferenciacédo dos parasitas seja, por
exemplo, no encistamento e desencistamento dos protozoarios ou nos
processos de eclosdo e muda dos helmintos e artrépodes®. Somando-se a
esses aspectos, vale destacar que muitas proteases presentes nos parasitas
sdo imunogénicas, e com isso tem-se explorado a possibilidade de que
possam ser empregadas como marcadores para o diagndstico imunologico de
algumas doencas parasitarias. Além disso, o envolvimento dessas moléculas
no ciclo de vida de organismos causadores de doenca tem tornado-as alvo
potencial para o desenvolvimento de agentes terapéuticos e vacinas contra
algumas infecgdes?.

Durante os ultimos 20 anos, tém-se observado avancos significativos na
elucidacao de processos celulares que envolvem a protedlise, principalmente,
em relagdo as infecgdes parasitarias causadas por protozodarios importantes
como Trypanosoma cruzi, Leishmania spp, Plasmodium spp, Entamoeba
histolytica, Acanthamoeba spp e Trichomonas vaginalis. Dentre as
informacgdes relevantes, destaca-se a identificacdo de cisteina-proteases que
participam diretamente do ciclo de vida, morfogénese e infectividade desses

parasitas. Além disso, muitos desses parasitas liberam proteinas com



atividade enzimatica como produtos de excregéo/secrecao, que in vivo podem
estar envolvidas em mecanismos importantes da interagdo parasita-
hospedeiro?.

Com respeito a Giardia, pouco é conhecido, apesar de existirem
evidéncias de que a protedlise esteja envolvida na sua nutrigdo,
desenvolvimento e patogenicidade".

Diante dos resultados obtidos em varias investigagdes®2>26:2728

que
demonstram a presenca de diferentes proteases, principalmente cisteina-
proteases em trofozoitos de Giardia, tem-se especulado sobre as possiveis
funcdes dessas enzimas. Uma delas parece estar associada ao ciclo evolutivo
do parasita, uma vez que estudos recentes tém demonstrado a participagao de
cisteina-proteases e aminopeptidases no processo de diferenciagdo dos cistos
para trofozoitos e dos trofozoitos para cistos, respectivamente?®*.
Recentemente, TOUZ*® e colaboradores fizeram observacgdes importantes
quanto a participagdo dessas moléculas no processo de encistamento do
parasita. Esses pesquisadores demonstraram in vitro que a bestatina, um
inibidor de aminopeptidases, bloqueia a formacgdo de cistos impedindo a
expressao de genes necessarios para a formacéo da parede cistica. Portanto,
esses resultados sugerem que eventos enzimaticos envolvendo proteases
especificas sdo necessarios no processo de encistamento.

A despeito do envolvimento de enzimas proteoliticas em processos

bioldgicos, a possibilidade de que essas moléculas sejam liberadas como

produtos de excrecgéo/secregao por trofozoitos de Giardia, pode ser de grande
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interesse para a compreensao tanto da interagcéo parasita-hospedeiro quanto
do mecanismo responsavel por alteracbes que ocorrem na superficie da
mucosa intestinal durante a infecgao.

Os estudos realizados para a caracterizagdo bioquimica dos produtos
de excrecao/secrecao de Giardia sao recentes, entretanto, a hipotese de que
trofozoitos liberam substancias potencialmente toxicas e capazes de causar
alteragdes na mucosa intestinal é remota. No ano de 1969, ALP & HISLOP®!
propuseram que os trofozoitos desse protozoario produziriam substancias
téxicas capazes de interagir diretamente com as células absortivas. Mais tarde,
em 1979, MEYER & RADULESCU®* sugeriram que as proteinas de
excrecao/secrecao de Giardia seriam responsaveis pelos quadros de diarréia
durante a infecgao.

Posteriormente, empregando ensaios in vitro, outros autores
demonstram a habilidade de filtrados de culturas de trofozoitos causarem
danos aos fibroblastos em cultura e promoverem a reducao da absorgéo de
sais e agua em ratos com intestino perfundido®. Mais recentemente, na
tentativa de explicar alteragcées morfoldgicas e funcionais do epitélio intestinal,
alguns autores'®?"3*3° discutem sobre a possibilidade de que esses produtos
possam atuar como toxinas sobre a mucosa duodenal do hospedeiro,
alterando as vilosidades e, desta forma, inibindo a absor¢cdo de nutrientes e a
atividade enzimatica. Além disso, esses autores sugerem que as alteracdes na
mucosa, também, poderiam ser devido a um processo inflamatério local

desencadeado em resposta aos produtos de excregéo/secre¢ao, uma vez que
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entre as proteinas liberadas pelos trofozoitos estdo antigenos relevantes do
parasita.

De acordo com resultados obtidos em diferentes estudos, proteinas
presentes na superficie de trofozoitos de Giardia s&o excretadas e secretadas
durante o crescimento in vitro de trofozoitos* 1621263536 Entretanto, a natureza
e o papel dessas moléculas na imunobiologia e patofisiologia da infeccao
ainda nao estao claros.

No que se refere a natureza bioquimica dos produtos de

excrecdo/secrecdo de Giardia, JIMENEZ et al.?®

reportaram, pela primeira vez,
a atividade proteolitica de proteinas presentes em sobrenadantes de culturas
da cepa-referéncia Portland 1 e demonstraram o predominio de proteases do
tipo cisteina. A seguir, em 2004, esse mesmo autor e colaboradores
demonstraram in vivo que, a administragdo oral de produtos de
excrecao/secrecdo em camundongos induz alteragdes no epitélio intestinal,
semelhantes aquelas observadas em animais de experimentacao infectados a
partir da ingestao de cistos®.

Apesar dos estudos realizados até o presente, ainda sdo necessarias
pesquisas que fornecam mais informagdes sobre a natureza e a real fungao
bioldgica das proteases de Giardia, incluindo aquelas que sao liberadas sob a
forma de produtos de excregao/secrecdo. Além disso, é importante destacar
que a maioria das investigacbes relacionadas a atividade proteolitica de
Giardia, tem identificado e caracterizado proteases de trofozoitos de cepas

isoladas e axenizadas em regides onde a incidéncia da giardiase & geralmente

menor do que nos paises em desenvolvimento. Com isso, fica evidente a



12

necessidade de estudos mais detalhados para a identificagcdo e caracterizacao

das proteases de cepas isoladas em regides onde a giardiase € endémica e

onde tem sido constante a busca por medidas que permitam o seu controle.
Entre os poucos estudos de caracterizacdo de proteinas de trofozoitos

|27,28,37,38

de cepas de Giardia isoladas no Brasi , incluem-se as pesquisas

realizadas com as cepas autéctones do Estado de Sao Paulo®’2%%,
Inicialmente, GUIMARAES et al.®® identificaram glicoproteinas e
antigenos caracteristicos entre as proteinas presentes em preparagbes de
trofozoitos de duas cepas autdctones. Posteriormente, esses mesmos
autores®’, empregando géis contendo gelatina como substrato, demonstraram
que varias proteases estdo presentes em lisados de trofozoitos de cepas
isoladas em nosso meio, nas quais predominam a atividade de cisteina-
proteases. Em estudo recente, CORADI & GUIMARAES? relataram que
proteases presentes em lisados de trofozoitos de cinco cepas autéctones sdo
capazes de degradar substratos protéicos como gelatina, colageno, BSA,
caseina e hemoglobina. Além disso, esses autores se referem ao predominio
de cisteina-proteases e evidenciam a atividade de serina-proteases, aspartil-
proteases e aminopeptidases. Mais recentemente, em estudo realizado pelo
mesmo grupo®®, atividade proteolitica foi detectada em fracdes de proteinas
purificadas a partir de lisados de trofozoitos de uma cepa isolada e axenizada
no Brasil. Entre 30 fragdes obtidas por cromatografia liquida, a protedlise foi
evidente em apenas quatro delas, nas quais predominou a atividade de

cisteina-proteases.
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Dessa forma, aliando as evidéncias de que os produtos de
excregcao/secrecao de trofozoitos de Giardia possam estar envolvidos em
mecanismos relevantes da interacéo parasita-hospedeiro ao interesse em dar
continuidade a identificagdo e caracterizacdo de proteases de cepas
autdctones, o presente trabalho tem por objetivo iniciar os estudos de
caracterizagdo bioquimica dos produtos de excrecao/secrecéo de trofozoitos
de Giardia de uma cepa isolada e axenizada no Brasil, tendo por referéncia a

cepa-padrao Portland 1, isolada e axenizada nos Estados Unidos.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

O presente estudo foi proposto visando identificar e caracterizar
bioquimicamente os produtos de excregao/secrecao de trofozoitos
de Giardia duodenalis de cepa isolada e axenizada em Botucatu em

comparagao com a cepa-referéncia Portland 1 (EUA).

Objetivos especificos

Analisar o perfil eletroforético dos produtos de excregao/secrecao de

trofozoitos.

Avaliar a atividade proteolitica dos produtos de excrecéo/secregéo
de trofozoitos em géis contendo gelatina e colageno como

substratos.

Avaliar a atividade proteolitica dos produtos de excrecao/secrecéao
de trofozoitos em ensaios empregando a hemoglobina como

substrato.

Caracterizar as proteases quanto a classe, avaliando o efeito de
diferentes inibidores sintéticos sobre a atividade proteolitica dos
produtos de excrecdo/secrecdo de trofozoitos nos diferentes

substratos.
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3. MATERIAL E METODOS'

3.1. Cepas de Giardia duodenalis

Os trofozoitos de Giardia duodenalis utilizados neste trabalho
pertencem a duas cepas axénicas obtidas de pacientes e mantidas no
Laboratério de Giardiase do Departamento de Parasitologia do Instituto de

Biociéncias/Unesp/Botucatu/SP.

31.1.  Portland 1 (P-1)

Cepa isolada e axenizada nos Estados Unidos (Portland, Oregon) por
MEYER?*, a partir de aspirado duodenal de paciente do sexo feminino com
giardiase crbnica, caracterizada por diarréia frequente. Esta cepa foi fornecida
ao Laboratério de Giardiase do Departamento de Parasitologia
IB/JUNESP/Botucatu pela Dra Honorine Ward Pillai, da Division of Geografic
Medicine Tufts University, New England Medical Center, Boston, U.S.A, e foi

empregada como amostra referéncia.

31.2. BTU-11 (91/JFC)

Cepa isolada e axenizada pela Dra Maria Inés T. L. Sogayar, no
Laboratério de  Giardiase do  Departamento de  Parasitologia

IB/JUNESP/Botucatu, a partir de cistos de paciente do sexo masculino,

! Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu/Unesp.
Protocolo n® 153/2006-CEP.
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proveniente de S&o Paulo, apresentando giardiase sintomatica e crénica,
caracterizada por diarréia freqliente, flatuléncia e dor abdominal, além de

marcante resisténcia a terapéutica convencional.

3.2. Manutengao das cepas de G. duodenalis

Os cultivos axénicos de trofozoitos de Giardia foram mantidos em tubos
Vacutainer® (5 ml) contendo meio TYI-S-33 suplementado com bile bovina, em
estufa a 37°C*'. Para a manutencdo dos cultivos, os repiques foram feitos a
cada 72-96 horas, retirando-se do meio exaurido uma suspensdo de
trofozoitos (aproximadamente 10 trofozoitos/0,01 ml) e transferindo-a para um

tubo contendo meio novo.

3.3. Obtencgao dos produtos de excre¢aol/secregao (PE/S)

Produtos de excrecdo/secrecédo de trofozoitos axénicos de G.
duodenalis foram obtidos segundo a metodologia descrita por JIMENEZ et
al.?®%_ |nicialmente, para cada cepa, trofozoitos foram repicados em lotes de
seis a 12 tubos de cultura. Apds 72 horas, trofozoitos na fase log (exponencial)
de crescimento, aderidos a parede dos tubos de cultura, foram separados dos
organismos soltos ou mortos, desprezando-se o meio TYI-S-33 e substituindo-
o por meio RPMI-1640 contendo glutamina 20 mM e suplementado com

cisteina 11,4 mM; acido ascérbico 11,4 mM; HEPES 20 mM e 0,1 ug de

Vancomicina®/0,1 ml de meio. Em seguida, os tubos foram mantidos a 37°C
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durante seis horas e ap6s a incubagédo, o meio foi recolhido para a obtengéo
das proteinas de excregao/secrec¢éo e os trofozoitos aderidos aos tubos foram
ressuspendidos em PBS 0,1 M (pH 7,2) e submetidos a centrifugagao
(2000g/10 min a 4°C) para posterior determinagdo do nimero de parasitas em
camara de Neubauer (hemocitébmetro).

O meio condicionado pelos trofozoitos foi centrifugado a 2000g durante
10 minutos a 4°C e o sobrenadante contendo os PE/S foi filtrado em
membrana 0,22 um. A uma parte desse material foram adicionados os
seguintes inibidores de proteases: IAA, PMSF, TPCK e TLCK na concentracéo
de 1 mM. Em seguida, cada 5 ml do sobrenadante filtrado, tratado e n&o
tratado com inibidores, foi concentrado em membrana de dialise contra 1g de
Sephadex G-50 (Sigma) ou de Aquacide Il (Calbiochem), durante seis horas a
4°C. ApoOs a concentracdo, os sobrenadantes de cultura reduzidos em
aproximadamente um ter¢o do volume inicial foram aliquotados e estocados a -

80°C, até o momento do uso.

3.4. Determinacao da concentragcdo de proteinas dos produtos de

excrecao/secregao

A dosagem das proteinas totais presentes nos produtos de
excrecado/secrecao de G. duodenalis foi realizada pelo método do &cido
bicinconinico (BCA - Protein Assay Reagent Kit - Pierce), de acordo com as

instrugcbes do fabricante, utilizando soroalbumina bovina (BSA) como padrao.
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3.5. Analise do perfil protéico dos produtos de excregado/secrecao

de trofozoitos de G. duodenalis

3.5.1. Eletroforese @ das proteinas dos produtos de

excregao/secrecao

Para a determinagdo do perfil protéico, os PE/S de cada cepa,
previamente tratados com inibidores de proteases, foram fracionados em gel
de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS - PAGE), sob
condicées redutoras e em sistema descontinuo*’. O fracionamento das
proteinas foi feito em géis de gradiente de 7-14% de acrilamida e as
preparagdes de proteinas aplicadas no gel foram diluidas em tampé&o da
amostra 5x (SDS 10%; 2-mercaptoetanol 128 mM; glicerol 10%; azul de
bromofenol 0,5%; Tris/HCI 500 mM pH 6,8) e fervidas durante dois minutos.
Para a realizagdo das eletroforeses, foram testadas diferentes concentracdes
de proteina/canaleta (5 e 11 ug) dos PE/S concentrados com Sephadex G-50
ou com Aquacide Il. Amostras do meio RPMI também foram aplicadas aos
géis. As corridas eletroforéticas foram realizadas em sistema vertical Mini-VE
Hoeffer (Pharmacia) empregando-se tampao de corrida (Tris/HCI 25 mM;
glicina 192 mM; SDS 0,1%; pH 8,6) e sob corrente constante de 90 volts. Além
das amostras, um padrao de peso molecular foi incluido em todas as corridas,
a fim de se estimar a massa molecular aparente das proteinas presentes nos
PE/S. Foram utilizados, o padrao SDS-6H (Sigma) composto pelas proteinas:

miosina (205 kDa), B-galactosidade (116 kDa), fosforilase b (97 kDa), albumina
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bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa) e a anidrase carbdnica (29 kDa) e os
padrées HMW e LMW (Pharmacia) compostos pelas proteinas: miosina (220
kDa), ap-macroglobulina (170 kDa), B-galactosidade (116 kDa), fosforilase b
(97 kDa), transferrina (76 kDa), albumina (66 kDa), desidrogenase glutamica
(53 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbénica (30 kDa), inibidor de

tripsina (20,1 kDa) e a a-lactalbumina (14,4 kDa).

3.5.2. Coloragao dos géis pela prata

Para a visualizacdo das bandas de proteinas fracionadas por SDS-
PAGE, os géis foram corados com nitrato de prata*’. Apos as corridas
eletroforéticas, os géis foram fixados com metanol a 50% por no minimo uma
hora, rehidratados por 20 minutos em agua contendo formaldeido a 0,037% e
lavados duas vezes (10 minutos cada lavagem) em &gua destilada. Em
seguida foram incubados em solucao de prata amoniacal, sob agitacéo lenta e
na auséncia de luz por 20 minutos. Apds a incubacédo em solugéo corante, os
géis foram lavados em agua destilada por 15 minutos e incubados por 10
minutos em solugéo reveladora (citrato a 2,5% e formaldeido a 37%). Ap6s o
aparecimento das bandas, a reacao foi interrompida pela adicdo de solucao

inativadora (metanol a 45% e acido acético a 10%).
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3.5.3. Determinagdo dos pesos moleculares

Apés a visualizagédo das bandas, as massas moleculares aparentes das
fracbes protéicas foram determinadas mediante a construgdo de curvas-
padrdo, tomando como referéncia a mobilidade de cada uma das proteinas do

padrao de peso molecular.

3.6. Analise da atividade proteolitica dos produtos de
excrecao/secrecao de trofozoitos de G. duodenalis sobre

substratos protéicos

3.6.1. Atividade das proteases em géis de SDS-PAGE

copolimerizados com gelatina e colageno

A atividade proteolitica dos PE/S das cepas BTU-11 e P-1 foi avaliada
em géis copolimerizados com gelatina e colageno, segundo metodologia
descrita por WILLIAMS & COOMBS?, com modificacdes. Os PE/S sem
tratamento prévio com inibidores de proteases foram diluidos em tampéao da
amostra 5x (SDS 10%; 2-mercaptoetanol 128 mM; glicerol 10%; azul de
bromofenol 0,5%; Tris/HCI 500 mM; pH 6,8) e aplicados aos géis. Para a
realizacdo das eletroforeses, foram testadas diferentes concentracdes de
proteina/canaleta (30 e 40 pg) dos PE/S concentrados com Aquacide Il. As
analises dos perfis de hidrolise foram realizadas em gel de poliacrilamida 7-

14% copolimerizado com gelatina a 0,2% (Royal®) e em gel a 15% contendo
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colageno tipo | a 0,2% (Sigma). Além das amostras, um padrédo de peso
molecular foi incluido em todas as corridas. Ao final da migragéo eletroforética
realizada a 90 V e a 4°C, os géis foram incubados em Triton X-100 a 2,5%
durante 30 minutos a 37°C e sob agitagcdo constante. Em seguida, os géis
foram incubados em tampao fosfato 0,1M (pH 5,5) contendo ditiotreitol (DTT;
Sigma) a 3 mM durante 16 horas a 37°C. Para a visualizagdo das bandas de
protedlise, os géis foram corados com amido black 0,1% em metanol/acido
acético/agua (30:10:60) durante uma hora e descorados neste mesmo

solvente** .

3.6.2. Degradacao da hemoglobina

A atividade proteolitica dos PE/S das cepas BTU-11 e P-1 sobre a
hemoglobina foi analisada segundo metodologia descrita por KIM et al.**, com
modificacdes. As amostras dos PE/S sem tratamento prévio com inibidores de
proteases e concentradas com Aquacide |l foram incubadas com o substrato a
37°C e a atividade proteolitica foi avaliada apds 16 horas. As reagdes foram
realizadas em microtubos e além dos tubos contendo a enzima com o
substrato, dois controles foram incluidos em cada ensaio: o controle da enzima
(tubo contendo apenas o PE/S) e o controle do substrato (tubo contendo
apenas hemoglobina). Durante os ensaios, a cada um dos PE/S contendo 20
ug de proteina, foram adicionados 20 ul de hemoglobina a 0,1% (1 mg de
substrato/1 ml de tampao fosfato pH 5,5). Em seguida, os microtubos foram

mantidos sob incubacdo a 37°C durante 16 horas e apds esse periodo, a
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reagdo foi interrompida acrescentando-se tampao da amostra. Esse material
foi aplicado em géis SDS-PAGE 12% e a corrida eletroforética foi realizada a
90 V e a 4°C. Para a visualizacdo dos produtos de degradacdo da
hemoglobina, os géis foram corados com solucao de prata amoniacal, segundo

protocolo descrito no item 3.5.2.

3.7. Efeito de inibidores sobre a atividade das proteases

Para analisar a inibicdo da atividade proteolitica dos PE/S de trofozoitos

de Giardia foram testados diferentes inibidores sintéticos de proteases e as

respectivas concentracbes empregadas estao relacionadas na Tabela 1.

Tabela 1. Inibidores sintéticos de proteases

Concentragéao Concentragao
Inibidores solugdo-estoque nos ensaios Enzimas alvo
(mM) (mM)
E-64 7,0 0,1 Cisteina-proteases
IAA 50,0 1,0 Cisteina-proteases
PMSF 250,0 1,0 Serina-proteases
TPCK 20,0 1,0 Serina-proteases
TLCK 10,0 1,0 Serina-proteases
Leupeptina 10,0 0,01 Serina-proteases
Elastatinal 10,0 0,1 Serina-proteases
DCI 10,0 0,1 Serina-proteases
Pepstatina 2,0 0,1 Aspartil-proteases
EDTA 100,0 5,0 Metalo-proteases

Fenantrolina 200,0 10,0 Metalo-proteases
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A concentracao de cada inibidor empregado foi escolhida considerando a faixa
de atividade de cada uma das substancias, de acordo com BEYNON &
BOND™.

Nos ensaios realizados em géis de poliacrilamida copolimerizados com
o substrato, ap6s a corrida eletroforética das amostras e incubagao com Triton
X-100 por 30 minutos, os géis foram incubados em tampéo fosfato 0,1 M (pH
5,5) contendo DTT a 3 mM e o inibidor a ser testado, durante 16 horas e 37°C,
sob agitagdo constante®. Apds esse periodo, os géis foram corados com
amido black 0,1%**.

Para a avaliacdo do efeito de inibidores sobre a degradagdo da
hemoglobina, as amostras contendo os PE/S foram pré-incubadas com cada
um dos inibidores em suas respectivas concentracbes (Tabela 1). Em cada
microtubo, os PE/S foram incubados com cada um dos inibidores por 30
minutos a 37°C. Apds esse periodo os ensaios foram conduzidos como

descrito no item 3.6.2.
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4. RESULTADOS

4.1. Analise do perfil protéico dos produtos de

excregao/secrec¢ao de trofozoitos de G. duodenalis

A analise dos perfis eletroforéticos das proteinas presentes nos PE/S
das cepas, previamente tratados com inibidores de proteases esta
apresentado na Figura 1. Nessa foto estdo incluidos os perfis protéicos dos
sobrenadantes de cultura concentrados com Sephadex G-50 (Figura 1A) e
com Aquacide Il (Figura 1B).

O perfil eletroforético dos PE/S concentrados com Sephadex revelou um
padrao simples, no qual se distinguem apenas trés bandas de proteinas de
aproximadamente, 67, 54 e 47 kDa. Os perfis das duas cepas foram similares
e dentre as proteinas detectadas, destaca-se a banda de massa molecular de
67 kDa (Figura 1A). Todas as bandas de proteinas observadas foram comuns
aos perfis das cepas analisadas (Figura 1A).

Com relacao aos sobrenadantes de cultura concentrados com Aquacide
II, a analise eletroforética revelou padrées distintos quanto ao numero de
bandas visualizadas (Figura 1B). Nos PE/S da cepa BTU-11, foi possivel
distinguir apenas quatro bandas com massas moleculares aparentes de 110,
69, 55 e 28 kDa. Ja no perfil da cepa P-1, foram identificadas seis bandas de
proteinas distribuidas na faixa de 123 a 28 kDa e com as seguintes massas

moleculares: 123, 110, 81, 69, 55 e 28 kDa.
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Comparando as cepas BTU-11 e P-1, observa-se que as bandas de
proteinas de aproximadamente 110, 69, 55 e 28 kDa estdo presentes em
ambos os perfis, destacando-se a banda de aproximadamente 69 kDa.

Diferencas foram detectadas no padrao de migragédo das proteinas dos
PE/S das cepas BTU-11 e P-1 nas duas concentragdes protéicas empregadas
(5 e 11 pg de proteina/canaleta). Bandas mais evidentes foram observadas

nos perfis obtidos com 11 ug/canaleta.

P-1 BTU-11 P-1 BTU-11

205- |
205-
116- 116-

97-
97-

66—
66—

45- 45-

29- 29-

Figura 1- Perfil protéico dos PE/S de trofozoitos de G. duodenalis das cepas P-1 e BTU-
11 em gel de poliacrilamida 7-14% e coloragéo pela prata. A: PE/S concentrados com
Sephadex G-50. B: PE/S concentrados com Aquacide Il. Os numeros 1 e 3 e 2 e 4
referem-se, respectivamente, as concentragcdes de 11 e 5 ug de proteina/canaleta.

Marcador de peso molecular aparente (kDa) indicado a esquerda.
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4.2. Atividade proteolitica dos produtos de excregcao/secrec¢ao de

trofozoitos de G. duodenalis

4.2.1. Analise do perfil de hidrélise em géis SDS-PAGE

copolimerizados com substratos protéicos

A atividade proteolitica dos PE/S das cepas BTU-11 e P-1 foi avaliada
em géis contendo gelatina e colageno tipo | e, nesses ensaios, ambos os
substratos foram degradados pelas enzimas presentes nas preparagdes
analisadas (Figuras 2 e 3). Entre as concentragdes protéicas testadas para a
obtencao dos zimogramas, optou-se por empregar 40 ug e 30 ug de proteina/
canaleta, respectivamente, para as analises em géis copolimerizados com
gelatina e com colageno. Vale destacar que, em todas as concentragdes
testadas, os PE/S produziram hidrélise dos substratos, entretanto, nas

concentragdes selecionadas, a hidrélise foi mais intensa e evidente.

4.21.1. Zimograma em géis SDS-PAGE — Gelatina

Os perfis de hidrolise da gelatina produzidos pelos PE/S das cepas
BTU-11 e P-1 estdo apresentados na Figura 2. E evidente a degradacdo do
substrato pelos PE/S de G.duodenalis, além do que os padrées de hidrélise

foram similares nas duas cepas.
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A atividade gelatinolitica foi detectada na faixa de 77 a 18 kDa,
destacando-se seis bandas de hidrélise de aproximadamente 77, 66, 54, 52,

21 e 18 kDa.

4.21.2. Zimograma em géis SDS-PAGE - Colageno

Na Figura 3 estdo apresentados os padrdes de hidrolise produzidos
pelos PE/S das cepas BTU-11 e P-1 sobre o colageno.

A atividade colagenolitica dos PE/S foi similar nas duas cepas em
estudo, observando-se zona de hidrélise que se estende de 145 a 18 kDa. A
zona de hidrélise que mais se destaca foi identificada na faixa de 145 a 82
kDa. Nessa regiao de migracéo, as areas de hidrélise mais evidentes incluem
as de aproximadamente 145, 96 e 82 kDa. Além dessas, uma zona de
hidrolise difusa na faixa de 56 a 34 kDa pode ser observada, destacando-se
uma banda mais evidente na regido correspondente a 34 kDa. Ao final da
regido de migracao, foi possivel identificar uma banda de aproximadamente 18

kDa.
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205-

1l6-

97-

66—

45-

29-

Figura 2- Atividade proteolitica dos PE/S de trofozoitos de G. duodenalis em gel de
poliacrilamida 7-14% copolimerizado com gelatina a 0,2% e coloragéo pelo amido
black. Zimograma dos PE/S das cepas BTU-11 (1) e P-1 (2). Marcador de peso

molecular aparente (kDa) indicado a esquerda.

Figura 3- Atividade proteolitica dos PE/S de trofozoitos de G. duodenalis em gel de
poliacrilamida 15% copolimerizado com colageno tipo | a 0,2% e coloragéo pelo
amido black. Zimograma dos PE/S das cepas BTU-11 (1) e P-1 (2). Marcador de

peso molecular aparente (kDa) indicado a esquerda.
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4.3. Perfil de degradagao da hemoglobina

Para verificar a atividade das proteases presentes nos PE/S das cepas
P-1 e BTU-11 sobre a hemoglobina, apds a incubacdo da enzima com o
substrato, os produtos de degradagcdo produzidos foram avaliados em géis
SDS-PAGE (Figura 4). Para a analise dos padrdoes de degradacao tomou-se
como referéncia o perfil de migragcdo da hemoglobina, no qual € possivel
distinguir duas bandas com massas moleculares de aproximadamente 34 e 15
kDa. Essas bandas de proteinas correspondem, respectivamente, a cadeia
dimérica e monomérica do substrato (Figura 4, linhas 1 e 3).

Perfis de lise similares foram observados quando a hemoglobina foi
exposta aos PE/S das duas cepas em estudo (Figura 4, linhas 2 e 4). Os
resultados indicam degradacgdo total da banda dimérica e lise parcial do
mondmero. Nos perfis de hidrélise, ap6s a degradagao da cadeia monomérica,
o peptideo de aproximadamente 15 kDa apresenta-se como uma banda mais

ténue em comparagao com o perfil da hemoglobina pura.

4.4. Efeito de inibidores de proteases sobre os produtos de

excrecao/secregao de trofozoitos de G. duodenalis

Os perfis de hidrolise produzidos pelos PE/S das cepas BTU-11 e P-1
ap6s ensaios com diferentes inibidores sintéticos de proteases estao

apresentados nas Figuras 5 a 11.
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1 2 3 4
205- 205 - ‘
116- 116 -
97- 97— ;
66- 66—
45-
- 45_
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Figura 4 - Degradagcdo da hemoglobina a 0,1% pelos PE/S de trofozoitos de G.
duodenalis. Perfil eletroforético da hemoglobina (1 e 3) e dos produtos de
degradagédo do substrato (2 e 4) ap6s incubagao com os PE/S das cepas BTU-11 (2)
e P-1 (4). Setas indicam as cadeias dimérica (34 kDa) e monomérica (15 kDa) da

hemoglobina. Marcador de peso molecular aparente (kDa) indicado a esquerda.
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4.4.1. Perfis de hidrolise em géis SDS-PAGE-Gelatina tratados

com inibidores

Entre todos os inibidores testados, apenas E-64, IAA e TLCK
promoveram inibicdo marcante da atividade enzimatica da maioria das
proteases, exceto daquela correspondente a banda de hidrolise de
aproximadamente 66 kDa (Figura 5).

A hidrélise da gelatina foi também reduzida pela leupeptina, conhecido
inibidor da atividade de cisteina e serina-proteases. Esse efeito s6 néo foi
observado sobre as bandas de aproximadamente 66 e 18 kDa (Figura 5).

Quanto ao efeito dos inibidores TPCK e elastatinal, essas substancias
também inibiram a atividade enzimatica de algumas proteases. A incubacao do
gel em tampdo contendo TPCK n&do promoveu a inibicdo das bandas de
hidrolise de aproximadamente 77, 66 e 18 kDa (Figura 5), enquanto que o
elastatinal ndo demonstrou efeito sobre as proteases correspondentes as
bandas de 66, 21 e 18 kDa (Figura 6).

Nos géis tratados com os inibidores de serina (PMSF e DCI), metalo
(fenantrolina e EDTA) e aspartil (pepstatina) proteases, ndo ocorreu inibigdo da
atividade enzimatica das proteases e, portanto, os perfis de protedlise foram
semelhantes aquele observado no gel ndo tratado com inibidores (Figuras 6 e

7).
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Figura 5- Efeito de inibidores sobre a atividade proteolitica dos PE/S de trofozoitos
de G. duodenalis das cepas BTU-11 (1) e P-1 (2) em gel de poliacrilamida 7-14%
copolimerizado com gelatina a 0,2% e coloragdo pelo amido black. PE/S na
auséncia (controle) e presenca dos inibidores (E-64, IAA, TLCK, TPCK e leupeptina).

Marcador de peso molecular aparente (kDa) indicado a esquerda.
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Figura 6- Efeito de inibidores sobre a atividade proteolitica dos PE/S de trofozoitos de

G. duodenalis das cepas BTU-11 (1) e P-1 (2) em gel de poliacrilamida 7-14%

copolimerizado com gelatina a 0,2% e coloragéo pelo amido black. PE/S na auséncia

(controle) e presenga dos inibidores (elastatinal, PMSF e DCI). Marcador de peso

molecular aparente (kDa) indicado a esquerda.
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Figura 7- Efeito de inibidores sobre a atividade proteolitica dos PE/S de trofozoitos
de G. duodenalis das cepas BTU-11 (1) e P-1 (2) em gel de poliacrilamida 7-14%
copolimerizado com gelatina a 0,2% e coloragdo pelo amido black. PE/S na
auséncia (controle) e presenga dos inibidores (fenantrolina, EDTA e pepstatina).

Marcador de peso molecular aparente (kDa) indicado a esquerda.
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4.4.2. Perfis de hidrolise em géis SDS-PAGE-Colageno tratados

com inibidores

Os perfis de hidrolise do colageno apo6s incubacdo dos géis com os
inibidores de proteases estdo apresentados nas Figuras 8 e 9.

A atividade de todas as proteases presentes nos PE/S foi totalmente
inibida pela adicao de E-64 e de leupeptina, inibidores de cisteina-proteases e
de serina e cisteina-proteases, respectivamente (Figura 8).

TPCK e TLCK promoveram inibicdo marcante da atividade enzimatica
da maioria das proteases, contudo esses inibidores ndo demonstraram efeito
sobre algumas zonas de hidrélise. Assim, as bandas de protedlise
correspondes as areas de migracdo de aproximadamente 96 e 82 kDa nao
foram inibidas por essas substancias. Além dessas, a banda de 145 kDa n&o
foi inibida pelo TPCK (Figura 8).

Nos géis incubados com os inibidores PMSF, EDTA, fenantrolina e
pepstatina, os perfis de hidrélise foram semelhantes aos observados no gel

nao tratado com inibidor (Figuras 8 e 9).
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Figura 8- Efeito de inibidores sobre a atividade proteolitica dos PE/S de trofozoitos de
G. duodenalis das cepas BTU-11 (1) e P-1 (2) em gel de poliacrilamida 15%
copolimerizado com colageno tipo | a 0,2% e coloragéo pelo amido black. PE/S na
auséncia (controle) e presencga dos inibidores (E-64, leupeptina, TLCK, TPCK e PMSF).

Marcador de peso molecular aparente (kDa) indicado a esquerda.
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Figura 9- Efeito de inibidores sobre a atividade proteolitica dos PE/S de trofozoitos de
G. duodenalis das cepas BTU-11 (1) e P-1 (2) em gel de poliacrilamida 15%
copolimerizado com colageno tipo | a 0,2% e coloragédo pelo amido black. PE/S na
auséncia (controle) e presenca dos inibidores (pepstatina, EDTA e fenantrolina).

Marcador de peso molecular aparente (kDa) indicado a esquerda.
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4.4.3. Perfis de hidrélise da hemoglobina apés tratamento dos

PE/S com inibidores

Nas figuras 10 e 11, encontram-se os perfis de hidrélise da
hemoglobina, apdés a incubacdo do substrato com os PE/S previamente
tratados com inibidores sintéticos de proteases.

Comparando-se os perfis de hidrélise produzidos pelos PE/S de ambas
as cepas, tratados e nao tratados com inibidores, observa-se que a unica
substancia que produziu inibicdo da atividade enzimatica foi o TLCK. Na
presenca desse inibidor, a atividade das proteases sobre a hemoglobina foi
discretamente reduzida, em especial no que se refere a degradacao da cadeia
monomeérica, cujo perfil € similar ao observado com a hemoglobina pura. Nas
amostras tratadas com os outros inibidores testados, é evidente a degradacao

total do dimero e a lise parcial da cadeia monomérica da hemoglobina.
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Figura 10- Efeito de inibidores sobre a degradacdo da hemoglobina pelos PE/S de
trofozoitos de G. duodenalis da cepa P-1 em gel de poliacrilamida 12% e coloracao
pela prata. A e B: molécula de hemoglobina (a), degradacdo da hemoglobina pelos
PE/S na auséncia (b e i) e na presenca de E-64 (c), IAA (d), PMSF (e), leupeptina (f),
TPCK (g), TLCK (h), elastatinal (j), DCI (k), pepstatina (), EDTA (m) e fenantrolina (n).

Marcador de peso molecular aparente (kDa) indicado a esquerda.
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Figura 11- Efeito de inibidores sobre a degradagédo da hemoglobina pelos PE/S de
trofozoitos de G. duodenalis da cepa BTU-11 em gel de poliacrilamida 12% e coloragao
pela prata. A e B: molécula de hemoglobina (a), degradacdo da hemoglobina pelos
PE/S na auséncia (b e i) e na presenca de E-64 (c), |AA (d), PMSF (e), leupeptina (f),
TPCK (g), TLCK (h), elastatinal (j), DCI (k), pepstatina (I), EDTA (m) e fenantrolina (n).
Marcador de peso molecular aparente (kDa) indicado a esquerda.
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5. DISCUSSAO

O conhecimento da composicao e da natureza das proteinas dos
parasitas, em especial, aquelas com atividade catalitica, tem propiciado
avangos significativos no estudo de aspectos associados a biologia,
bioquimica, caracteristicas antigénicas e moleculares, que podem estar
diretamente envolvidos na relacdo parasita-hospedeiro. Ha cerca de duas
décadas, essas enzimas tém despertado o interesse cientifico, em particular,
as proteases ligadas a membrana plasmatica e aquelas excretadas e/ou
secretadas pelo parasita.

Giardia duodenalis, assim como outros protozoarios parasitas,
apresenta intensa atividade proteolitica, entretanto, relativamente pouco se
conhece sobre a participacdo de suas proteases no desenvolvimento,
patogenia e metabolismo desse protozoario. O fato de que enzimas
proteoliticas presentes em trofozoitos de Giardia sejam liberadas como
produtos de excrecdo/secre¢cdo assume importancia especial, quando se
considera a possibilidade de que essas proteases possam ser responsaveis
por alteragcdes na superficie da mucosa intestinal durante a infecgéo.

Até o presente, ainda sdo escassos os estudos de caracterizagdo
bioquimica, sobretudo, os que se propdem a investigar a atividade de
proteases em trofozoitos de cepas de Giardia isoladas e axenizadas em nosso
meio. Por tudo isso, o presente trabalho constitui uma primeira iniciativa para

se identificar e caracterizar bioquimicamente os produtos de
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excregao/secrecao de trofozoitos de cepa isolada e axenizada no Brasil (BTU-
11), tendo por referéncia a cepa Portland 1.

Em andlise eletroforética, por SDS-PAGE, o perfil das proteinas
presentes nos PE/S de trofozoitos revelou padrées distintos quanto ao niumero
de bandas visualizadas. Nos PE/S da cepa BTU-11, foi possivel distinguir
apenas quatro bandas com massas moleculares aparentes de 110, 69, 55 e 28
kDa, enquanto que no perfil da cepa P-1, foram identificadas seis bandas de
proteinas distribuidas na faixa de 123 a 28 kDa e com as seguintes massas
moleculares: 123, 110, 81, 69, 55 e 28 kDa.

Hoje, sabe-se que os trofozoitos de Giardia consistem em um mosaico
complexo de proteinas, sendo que algumas dessas moléculas ja foram
identificadas e caracterizadas, como por exemplo, as giardinas, as proteinas
ricas em cisteina, as proteinas do citoesqueleto e as proteinas soluveis de alto
peso molecular’’#®. Entretanto, ainda sdo escassas as informacdes sobre a
atividade dessas e de outras proteinas como produtos de excrecao/secrecao.

Entre as primeiras caracterizagdes bioquimicas dos PE/S de Giardia,
destaca-se o estudo realizado por NASH et al.® que utilizando a marcacgao da
membrana de trofozoitos das cepas-padrao WB e Portland 1, com iodo
radioativo, revelaram, nos perfis eletroforéticos, uma banda marcante e
dispersa na faixa de 94-225 kDa. Em estudos posteriores, KAUR et al.’®34,
empregando PE/S da cepa P-1, purificaram e caracterizaram como importante
imunégeno, uma proteina de superficie de aproximadamente 58 kDa. Mais
recentemente, JIMENEZ et al.*®, também analisando os PE/S da cepa P-1,

demonstraram um perfil de proteinas complexo, no qual, pelo menos 10-11
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bandas com massas moleculares variando de 153 a 15 kDa foram
identificadas. Apesar dessas observagbes, esses mesmos autores nao
relacionam os pesos moleculares correspondentes a cada uma das 11 bandas
identificadas no perfil eletroforético. Mais recentemente, JIMENEZ et al.*®, em
estudo realizado para identificar glicoproteinas presentes no PE/S da cepa P-
1, apresentam o perfil protéico e fazem referéncia a observagédo de proteinas
com massas moleculares de aproximadamente 120, 103, 61, 58, 50, 40, 36,
25, 17 e 15 kDa. N&o obstante as diferengas quanto a complexidade do perfil
protéico, as proteinas detectadas em nosso estudo apresentaram massas
moleculares muito proximas aquelas reportadas por esses autores.

Vale comentar que no presente estudo, empregando a mesma

metodologia adotada por JIMENEZ et al.?®%

para a obtencdo dos PE/S, os
nossos resultados, no que se refere a analise eletroforética da cepa P-1, ndo
confirmam as observagdes feitas por esses pesquisadores. Ao contrario
desses autores que identificaram 10-11 bandas de proteinas, de acordo com
0s nossos resultados, o perfil eletroforético revelou um padrdo simples e
composto por apenas seis bandas. Na tentativa de interpretar as diferengas
entre os resultados obtidos nessas duas investigagdes, alguns aspectos
relacionados as pequenas modificacbes efetuadas no protocolo para a
obtencdo dos PE/S e para o fracionamento eletroforético das proteinas
poderiam ser considerados. Dessa forma, diferengas quanto as condi¢cdes de
execucdo da técnica de SDS-PAGE, incluindo variagdes na concentragdo do

gel, na concentragdo das proteinas da amostra a ser fracionada, nas

condi¢gbes da corrida eletroforética e no tipo de coloracéo dos géis, devem ser
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consideradas. Além das diferencas metodologicas, € importante considerar
que, mesmo em condi¢des que garantam a maior estabilidade das proteinas,
elas sédo frageis e suscetiveis as mudancas fisico-quimicas, o que muitas
vezes, torna imprevisivel o comportamento dessas moléculas no decorrer dos
processos de caracterizagao bioquimica.

Além da diferenca mencionada anteriormente, o perfil dos PE/S da cepa
BTU-11 apresentou menor numero de bandas de proteinas em comparacgao
com a cepa P-1. Sendo assim, nos PE/S da cepa autéctone foi possivel
distinguir apenas quatro bandas com massas moleculares aparentes de 110,
69, 55 e 28 kDa. Ja no perfil da cepa P-1, foram identificadas seis bandas de
proteinas com as seguintes massas moleculares: 123, 110, 81, 69, 55 e 28
kDa. Essa situacao poderia sugerir a ocorréncia de diferencas quantitativas em
relacdo a concentracao de certas proteinas presentes nas preparagbes das
cepas analisadas.

E fato que muitas proteinas dos parasitas, inclusive Giardia, apresentam
atividade enzimatica, o que as tornam importantes, especialmente, no que se
refere aos mecanismos patogénicos e aos eventos de diferenciacdo desses
organismos. Correntemente, na maioria dos estudos, as enzimas de interesse
estdo presentes em preparagcdes complexas, cuja composicado ndo é bem
conhecida. Nesse caso, a atividade proteolitica tem sido avaliada em ensaios
que empregam substratos naturais, que por serem proteinas que apresentam
varias ligagbes peptidicas, possibilitam o reconhecimento de uma grande
diversidade de proteases. Além disso, vale destacar que, o estudo de

proteases que ainda ndo s&o bem conhecidas inclui caracterizar a composigao
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das moléculas quanto a atividade enzimatica e ao peso molecular. Entre as
alternativas metodolégicas disponiveis, a eletroforese em gel de poliacrilamida
€ considerada uma das técnicas bioquimicas mais adequadas para este
proposito.

Considerando que, proteases excretadas e secretadas in vitro por

trofozoitos de cepas axenizadas em nosso meio ainda nao foram
caracterizadas, a atividade enzimatica dos PE/S foi avaliada qualitativamente
em géis copolimerizados com gelatina e colageno e em ensaios empregando
hemoglobina humana.
Os nossos resultados revelaram degradagao da gelatina pelos PE/S e padrbes
de hidrélise similares nas duas cepas. A atividade gelatinolitica foi detectada
na faixa de 77 a 18 kDa, destacando-se as bandas de aproximadamente 77,
66, 54 e 52 kDa. Além dessas zonas de hidrélise, duas bandas se destacam
nas faixas de 21 e 18 kDa.

A despeito do interesse de varios pesquisadores em investigar as
proteases de Giardia, até o presente, apenas trés publicagbes disponiveis na
literatura referem-se a caracterizacdo de proteases presentes em

sobrenadante de culturas de trofozoitos?®:3%

. As observagbes feitas no
presente estudo corroboram com essas investigacdes que constatam a
presenca de enzimas proteoliticas nos PE/S de trofozoitos de Giardia e
demonstram a atividade das proteases em géis copolimerizados com gelatina.

Entre as principais bandas de hidrolise detectadas em nosso estudo,

algumas apresentam massas moleculares proximas a de proteases

demonstradas por esses investigadores. Em PE/S da cepa P-1, JIMENEZ et
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al. *° demonstraram como zonas de hidrélise mais evidentes as bandas de
175, 103, 83, 72, 63, 59, 36, 17 e 15 kDa. Avaliando a atividade de proteases
em PE/S de trofozoitos da cepa-padrido WB, RODRIGUEZ-FUENTES et al.*®
detectaram sete bandas de protedlise com massas moleculares de 198, 135,
120, 107, 73, 30 e 22 kDa.

Ao contrario do que foi observado por esses autores, no presente
trabalho, o padrdo de atividade das proteases dos PE/S das cepas BTU-11 e
P-1 néo revelou atividade gelatinolitica associada a presenca de bandas de
hidrélise de alto peso molecular. Vale comentar que, diferengas verificadas
entre os perfis de hidrélise apresentados em diferentes estudos podem estar
associadas as alteracbes metodoldgicas efetuadas nos protocolos para a
obtencado dos PE/S e para o fracionamento eletroforético das proteases. Além
disso, a despeito da gelatina ter sido o substrato avaliado nesses estudos, a
habilidade de muitas proteases manterem-se ativas pode ser influenciada por
variagdes do tampé&o empregado para a ativagdo das enzimas, principalmente
quanto ao pH da solugéo. Dessa forma, ao confrontar os resultados obtidos em
diferentes estudos, € conveniente considerar dois aspectos importantes: (1) as
proteases, como proteinas que sao, também sofrem mudancas fisico-quimicas
que podem determinar a alteracdo ou a completa perda da atividade e (2) sob
certas condi¢des, técnicas que sao empregadas para o mesmo fim, podem
conduzir a resultados diferentes.

Com relagéo a degradacao do colageno tipo | por proteases dos PE/S,
algumas bandas puderam ser detectadas no perfil de hidrélise deste substrato.

O padrao de degradacéo para as cepas BTU-11 e P-1 foi similar, podendo ser
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distinguidas areas de hidrélise na regido variando de 145 a 18 kDa,
destacando-se a zona de protedlise de 145 a 82 kDa.

A atividade de proteases de parasitas sobre o colageno ja foi avaliada
em ensaios para a caracterizacdo de enzimas de algumas espécies de
parasitas, como Trypanosoma cruz®', Trichomonas vaginalis®®, Trichomonas
tenax>, Entamoeba histolytica®, Acanthamoeba spp*®, Naegleria fowleri®,
Balamuthia mandrilaris®® e Onchocerca volvulus®. Nas infecgdes por amebas
patogénicas, como por exemplo, E. histolytica e Acanthamoeba spp, as
proteases extracelulares tém sido consideradas como importantes fatores de
viruléncia, uma vez que essas enzimas sao capazes de degradar
componentes importantes da matriz extracelular, permitindo assim a invasao
dos tecidos pelo parasita.

No que se refere a atividade colagenolitica de proteases de trofozoitos
de Giardia, ainda sao restritas as informacgdes disponiveis na literatura. Até o
momento, somente WILLIAMS & COOMBS* e CORADI & GUIMARAES?®
relatam a degradagcdo de colageno por enzimas proteoliticas presentes em
lisados de trofozoitos. Sendo assim, o presente trabalho consiste na primeira
caracterizagéo da atividade proteolitica de PE/S de Giardia sobre o colageno.

Vale ressaltar que, o colageno é um componente primario da matriz
extracelular de diferentes tecidos, onde em associagdo com glicoproteinas e
proteoglicanos forma uma rede complexa, capaz de preservar a integridade
dos tecidos. Os tecidos conectivos e membranas basais representam
importantes barreiras a serem transpostas pelos parasitas nos processos de

invasdo, disseminagao e obtencao de nutrientes. Dessa forma, a producao de
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substancias capazes de promover a degradacéo dos elementos estruturais da
matriz extracelular podem ser cruciais para a sobrevivéncia desses
organismos.

No epitélio do intestino delgado, o colageno é uma das principais
proteinas estruturais que compdem esse tecido. A habilidade dos PE/S de
Giardia promoverem in vitro a hidrélise dessa proteina pode sugerir que a
atividade de proteases excretadas e/ou secretadas pelos trofozoitos possa
estar envolvida na degradacdo de componentes da matriz extracelular do
intestino delgado do hospedeiro. Além disso, as evidéncias de que os PE/S
atuem como toxinas sobre a mucosa do intestino delgado do hospedeiro,
alterando as vilosidades, reforcam essas especulagoes.

Além das atividades gelatinolitica e colagenolitica dos PE/S de
trofozoitos de G. duodenalis, nossos resultados revelaram também, a
degradacgédo de outro substrato protéico, a hemoglobina. Diferentemente dos
ensaios que incorporaram a gelatina e o colageno ao gel de poliacrilamida,
para a andlise da protedlise da hemoglobina, cada PE/S foi incubado com o
substrato e os produtos de degradacao foram visualizados em géis SDS-
PAGE. A escolha desse procedimento baseou-se em informacgdes reunidas em
uma investigagdo anterior, quando, empregando lisados de trofozoitos,
observou-se que nos ensaios que incorporam hemoglobina ao gel, as corridas
eletroforéticas requerem a aplicagdo de amostras com maior concentracao de
proteinas?®®. Em relagdo aos PE/S, isso se torna um fator limitante, pois o

rendimento protéico dessas preparagcdes, geralmente € muito baixo. Dessa
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forma, o emprego de baixas concentragdes de proteinas pode reduzir a
sensibilidade do procedimento e interferir nos resultados dos ensaios.

No presente estudo, as observagdes feitas nos ensaios com
hemoglobina demonstraram que proteinas presentes nos PE/S das cepas
BTU-11 e P-1 apresentam atividade proteolitica sobre esse substrato. Em
1989, HARE et al.°® e PARENTI*® em dois estudos diferentes, empregando
ensaios que quantificam a protedlise de hemoglobina, demonstraram a
hidrélise deste substrato por enzimas presentes em lisados da cepa P-1. A
despeito dessas observacgdes, os autores nédo discutem a relevancia fisiologica
da degradagdo de hemoglobina por proteases produzidas por trofozoitos de
Giardia.

Mais recentemente, CORADI & GUIMARAES?, estudando as proteases
presentes nos lisados de cinco cepas autoctones e da cepa P-1, relatam a
atividade de hemoglobinases em géis copolimerizados com o substrato. Além
disso, nesse estudo, os autores especulam, a luz das informag¢des reunidas
em estudos com protozoarios bioquimicamente semelhantes a Giardia, sobre a
possivel participacdo dessas proteases em processos fisioldgicos do parasita.
Segundo esses autores, considerando que o ferro € um importante fator de
crescimento e que, a hemoglobina consiste em potencial fonte deste elemento,
a degradacéo enzimatica dessa proteina seria um mecanismo importante para
a obtengao de ferro. Em relagdo a Giardia, sabe-se que o ferro é elemento
essencial para a sua biologia, o que pode ser enfatizado pelo fato de que o
meio de cultura para a manutengédo in vitro dos trofozoitos deve ser

suplementado com este elemento.



54

O estudo bioquimico das proteases envolve, além da analise da
atividade sobre diferentes substratos, a caracterizacédo das enzimas quanto a
classe a que pertencem. Para isso, avalia-se o efeito de inibidores sintéticos
de cisteina, serina, metalo e aspartil-proteases. As cisteina-proteases tém sido
identificadas como as principais enzimas presentes em trofozoitos de G.
duodenalis®®?02728293035 Egsas enzimas representam também, a classe de
proteases mais abundante em outros protozoarios parasitas?.

De acordo com as nossas observacdes, nos ensaios em que se
empregaram a gelatina e o colageno como substratos, a atividade proteolitica
dos PE/S de trofozoitos foi marcantemente inibida por E-64, inibidor especifico
e irreversivel da atividade de cisteina-proteases. Além dessa substancia, a
iodacetamida (IAA), outro inibidor de cisteina-proteases, promoveu forte
inibicdo da degradacao desses substratos. Esta observacdo & corroborada
pelos resultados reportados em outras investigagdes que indicam o predominio

25,27,28

de cisteina-proteases em lisados ou em PE/S de trofozoitos de

Giardia®®3%,

Além da inibicdo pelas substéncias E-64 e IAA, nossos
resultados demonstraram redugdo marcante da atividade proteolitica nos géis
incubados com TPCK e TLCK, além de inibicao total ou parcial nos géis
incubados com leupeptina. Esses inibidores, apesar de atuarem sobre serina-
proteases, podem inibir a atividade de algumas cisteina-proteases. Isso
explicaria o efeito inibitério destas substancias sobre a atividade da maioria
das proteases presentes nos PE/S. Esse mesmo efeito ja foi observado em

estudos realizados com lisados de trofozoitos de Giardia®®>*"?®. Em relagéo

aos ensaios com inibidores para serina (PMSF e DCI), metalo-proteases
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(fenantrolina e EDTA) e aspartil-proteases (pepstatina), nenhuma dessas
substancias promoveu inibicdo da protedlise da gelatina e do colageno.
Apenas JIMENEZ et al.?®, empregando géis copolimerizados com gelatina e os
inibidores EDTA e 1,10-fenantrolina, sugerem a presenca de metalo-proteases
nos PE/S da cepa P-1, ao observarem o efeito inibitério parcial da atividade de
uma zona de hidrdlise de 36 kDa.

Além desses inibidores, nos géis copolimerizados com gelatina,
observou-se também, inibicdo parcial da protedlise pelo elastatinal, substancia
conhecida por inibir a atividade de serina-proteases. Esta observagdo é
corroborada pelos resultados descritos por WILLIAMS & COOMBS?®, quando
esses autores verificaram reducdo da atividade enzimatica em lisados de
trofozoitos de Giardia.

No que se refere a caracterizacdo da atividade hemoglobinolitica dos
PE/S, apenas TLCK, inibiu significativamente a degradacdo das cadeias
monomeérica e dimérica da hemoglobina. Essa substancia tem efeito inibitério,
especialmente, sobre a atividade de serina-proteases do tipo tripsina, embora
possa promover a inibicdo da atividade de algumas cisteina-proteases. Diante
dessa informacdo e ao se considerar que nas preparagbes de trofozoitos
predominam as cisteina-proteases, seria pertinente sugerir que a degradacgao
da hemoglobina pelos PE/S advém da atividade dessas enzimas. Entretanto,
isso seria mais plausivel se os inibidores E-64 e IAA n&o tivessem promovido
uma inibigdo muito discreta da atividade sobre a hemoglobina. Recentemente,
CORADI & GUIMARAES?, ao caracterizarem a atividade das proteases de

lisados de Giardia sobre a hemoglobina, verificaram que a lise do substrato foi
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marcantemente inibida pelo PMSF, um inibidor irreversivel de serina-
proteases.

O presente estudo revelou a presenca de proteases em produtos de
excrecao/secrecao de trofozoitos de cepa autéctone e da cepa referéncia P-1.
Esses produtos demonstraram atividade sobre substratos protéicos como
gelatina, colageno e hemoglobina. Além disso, as observacbes feitas nos
ensaios demonstraram o predominio da atividade de cisteina-proteases sobre
a degradacéao da gelatina e do colageno, contudo na hidrélise da hemoglobina
destacaram-se as serina-proteases. Essas observacgdes reforcam o fato de
que, muitas dessas enzimas diferem quanto a preferéncia por substratos
protéicos, sendo a atividade das proteases, substrato-dependente. Segundo
WILLIAMS & COOMBS?®, o efeito dos inibidores de proteases é substrato-
dependente e pode variar em funcdo da especificidade das enzimas pelo
substrato, principalmente, em preparacgdes protéicas mais complexas.

Mesmo diante da evidéncia da atividade de serina-proteases em PE/S
de Giardia, ainda predominam nestas preparagdes as cisteina-proteases.
Estudos para identificagcdo e caracterizagdo de mecanismos mediados por
proteases em diferentes organismos tém revelado que nos protozoarios
parasitas, as cisteina-proteases, além de fungdes catabdlicas gerais, estariam
envolvidas em diferentes processos como invasao tissular e celular,
morfogénese, viruléncia, patogenicidade e imuno-evas&o®.

Com relagdo as proteases de Giardia, especialmente, aquelas
excretadas e/ou secretadas por trofozoitos, a caracterizagado dessas moléculas

e a participagdo em mecanismos de interagdo com o hospedeiro ainda n&o sao
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uma questéao finalizada, existindo mais hipéteses do que respostas concretas.
Até o momento, muitas das informagdes sobre as proteases presentes em
PE/S foram reunidas em estudos com outros protozoarios parasitas como
Plasmodium spp, T. cruzi, Leishmania spp, E. histolytica, T. vaginalis e
Acanthamoeba spp.

Entre alguns dos mecanismos mediados por proteases presentes em
PE/S de protozoarios, destaca-se a participacdo dessas enzimas nos
processos de reconhecimento e adesao do parasita as células do hospedeiro.
Ha evidéncias de que, nas infeccdes por E. histolytica® e T. vaginalis®,
protozoarios bioquimicamente semelhantes a Giardia, a aderéncia dos
trofozoitos as células dos epitélios intestinal e urogenital, respectivamente,
esteja associada a presenca de moléculas denominadas adesinas, entre as
quais ja foram identificadas algumas cisteina-proteases. Apesar de Giardia nao
ser um parasita invasivo, a aderéncia dos trofozoitos a mucosa do intestino
delgado é condicdo essencial a sobrevivéncia do parasita e,
conseqlentemente, ao estabelecimento da infeccdo. Essa aderéncia tem sido
atribuida, principalmente, ao disco adesivo, por meio da combinagéo de forgcas
mecanicas e hidrodindmicas, as proteinas contrateis do citoesqueleto e as
moléculas de lectinas®'. Embora ainda n3o se conhecam detalhadamente os
mecanismos de citoaderéncia de Giardia, ha a possibilidade de que as
cisteina-proteases presentes nos PE/S possam estar envolvidas nesse
processo, a semelhangca do que foi observado para T. vaginalis, um outro

flagelado de mucosa, ndo invasivo. Ademais, s&o varias as evidéncias de que
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os trofozoitos de Giardia produziriam substancias toxicas capazes de interagir
diretamente com as células do epitélio intestinal'®2".

As substancias secretadas e excretadas pelos parasitas despertam
consideravel interesse dos pesquisadores, especialmente, quando se cogita a
presumivel liberacdo desses produtos in vivo e o envolvimento direto com
componentes do hospedeiro. Ainda hoje, a deteccdo de protedlise em
preparagdes obtidas de parasitas tem sido feita a partir de ensaios in vitro, e
por isso, a interpretagdo dos resultados requer conhecimento basico para se
evitar inferéncias indevidas. Assim, muitas vezes, a atividade das enzimas
sobre substratos protéicos como colageno, hemoglobina, entre outros, pode
conduzir a idéia de que a degradacéo desses substratos ocorre in vivo, e de
que seja fator importante na relacéo parasita-hospedeiro. Para confirmar essa
possibilidade, estudos mais aprofundados devem ser realizados a fim de que
tais fungcbes possam, realmente, ser atribuidas as enzimas dos parasitas em
estudo.

Mesmo para parasitas intensamente investigados como E. histolytica, T.
cruzi, Leishmania spp e Plasmodium spp, os estudos de caracterizacdo dos
produtos de excrecéo/secrecdo ainda ndo responderam a todas as questdes
sobre o papel dessas substancias. Considerando que ainda sao poucos 0s
trabalhos que caracterizam as proteases liberadas pelos trofozoitos de Giardia
como produtos de excrecao/secrecdo, os resultados deste estudo fornecem
informagdes relevantes sobre essas moléculas. A despeito das evidéncias de
que esses produtos possam participar da patogénese da giardiase, ainda sao

necessarias investigagbes mais aprofundadas, inclusive que requeiram a
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purificagdo dessas enzimas. Somente assim, as informacdes reunidas poderao
levar a melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na relag&o parasita-

hospedeiro.
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6. CONCLUSOES

De acordo com as observacgdes feitas no presente estudo pode-se concluir

que:

—

. As proteinas dos produtos de excrecgao/secrecao (PE/S) de trofozoitos das
cepas BTU-11 e P-1 apresentam padrdes eletroforéticos simples e distintos

guanto ao numero de bandas visualizadas.

N

. Diferentes proteases estdo presentes nos PE/S da cepa autdéctone BTU-11,

a semelhanca da cepa-padréao P-1.

3. Proteases presentes nos PE/S de trofozoitos s&o capazes de degradar

substratos protéicos como gelatina, colageno e hemoglobina.

SN

. A atividade gelatinolitica e colagenolitica dos PE/S esta predominantemente
associada as cisteina-proteases, entretanto, ha evidéncias de serina-

proteases.

()]

. A atividade de proteases do tipo serina é mais evidente na degradacao da

hemoglobina pelos PE/S.
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8. RESUMO

O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de identificar e
caracterizar os produtos de excregdo/ secrecao (PE/S) de trofozoitos de
Giardia duodenalis de uma cepa axénica isolada no Brasil (BTU-11), tendo por
referéncia a cepa padrao Portland 1 (P-1) isolada nos Estados Unidos. Os
PE/S foram obtidos a partir dos sobrenadantes de cultura de trofozoitos
mantidos em meio RPMI por 6 horas a 37°C. Os PE/S de cada cepa foram
analisados quanto ao perfil eletroforético em géis de poliacrilamida (SDS-
PAGE) e a atividade proteolitica foi avaliada em géis contendo gelatina e
colageno tipo | a 0,2% e em ensaios empregando hemoglobina a 0,1%. A
caracterizagao das proteases dos PE/S foi realizada em ensaios para avaliar o
efeito de inibidores sintéticos de cisteina, serina, metalo e aspartil proteases
sobre a degradagao de cada substrato testado. A analise dos perfis protéicos
revelou padrdes simples, porém distintos quanto ao numero de bandas de
proteinas, visualizando nos PE/S das cepas P-1 e BTU-11, respectivamente,
seis e quatro bandas com massas moleculares distribuidas na faixa de 123 a
28 kDa. Quanto a atividade proteolitica, todos os substratos foram degradados
por enzimas presentes nos PE/S. A atividade gelatinolitica foi observada na
faixa de 77 a 18 kDa, destacando-se seis bandas evidentes de
aproximadamente 77, 66, 54, 52, 21 e 18 kDa. A degradacao do colageno foi
detectada na faixa de 145 a 18 kDa, sendo que as zonas de protedlise de
maior evidéncia foram observada nas faixas de 145 a 82 kDa e de 56 a 34

kDa, onde destacam-se as bandas de 145, 96, 82 e 34 kDa. A analise dos
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padrdes de hidrolise da hemoglobina demonstrou similaridade entre as cepas
e revelou degradagao total da cadeia dimérica e lise parcial da cadeia
monomeérica. A atividade gelatinolitica e colagenolitica dos PE/S foi
marcantemente bloqueada por inibidores de cisteina-proteases, sugerindo o
predominio dessas enzimas, embora haja a evidéncia da atividade de algumas
serina-proteases. Quanto a degradacao da hemoglobina, a atividade de
proteases do tipo serina foi mais evidente nos ensaios com esse substrato.
Considerando que ainda s&o poucos os estudos que caracterizam os produtos
de excrecao/secrecdo de trofozoitos de Giardia, os resultados da presente
investigacdo fornecem informacgdes relevantes sobre essas moléculas, que,

provavelmente, podem estar envolvidas na relagao parasita-hospedeiro.
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9. ABSTRACT

The present investigation was undertaken to examine the protease
activity in excretory/secretory (E/S) products of Giardia duodenalis trophozoites
of an axenic Brazilian strain (BTU-11) and the reference strain Portland 1 (P1).
E/S products in conditioned medium by trophozoites of each strain were tested
in SDS-polyacrylamide gel electrophoresis for the protein profiles, and the
proteases activity was analyzed using substrate gelatin and collagen
impregnated SDS-PAGE and haemoglobin assay. The proteases
characterization was based on inhibition assays including synthetic inhibitors
for cysteine, serine, metallo and aspartic proteases. Electrophoresis analysis of
E/S products revealed a banding pattern composed by few bands (4-6 bands)
in the migration region of 123 to 28 kDa. Proteolytic products were detected in
the conditioned medium by trophozoites of both assayed strains. In the gels
containing copolymerized gelatin and collagen, E/S products promoted
degradation of both substrates and the most evident proteolysis zones were
distributed in the migration regions of 77 to 18 kDa and 145 to 18 kDa,
respectively, in the patterns of gelatinolytic and collagenolytic activities.
Degradation of haemoglobin was also observed, and the pattern of hydrolysis
was similar in both E/S products assayed. Inhibiton assays showed that the
main proteolytic activity in E/S products is due to cysteine proteases although
the presence of serine proteases was also indicated, mainly in the hydrolysis of
haemoglobin. These observations are relevants, especially if we consider that
products released by Giardia trophozoites may be implicated in host-parasite

relationship.
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