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Resumo - Considerando-se que o padrdo de secrecdo de proteases extracelulares de
diferentes isolados de Acanthamoeba pode estar associado ao potencial patogénico do género,
0 objetivo deste trabalho foi verificar a presenca de proteases extracelulares produzidas por
isolados ambientais de estojos de lentes de contato e cepas padrdo de Acanthamoeba. Neste
estudo foram usadas cepas padrdo de Acanthamoeba patogénicas, ATCC 30461, e ndo
patogénicas, ATCC 30010 e 30872 e isolados ambientais pré-existentes no Laboratério de
Parasitologia — UFRGS, provenientes de estojos de lentes de contato. A partir de cultivos
axénicos e monoclonais, obteve-se 0 meio condicionado (MC) de cada isolado, que foi
utilizado para avaliacdo da atividade proteolitica por SDS-PAGE ndo desnaturante
(zimograma), bem como para determinacdo de proteinas totais de todos os isolados. Os
resultados demonstram que os isolados estudados produzem proteinas extracelulares, parte
destas com atividade proteolitica.
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Introducéo

Dentre as amebas de vida livre (AVL), o género Acanthamoeba € o mais isolado da
natureza (Khan, 2006). AVL deste género sdo isoladas dos mais diversos ambientes, como
solo, poeira, fontes naturais de agua, reservatérios, agua do mar, dgua de torneira, piscinas,
solugdes de lentes de contato, ambientes hospitalares, entre outros (Marciano-Cabral &
Cabral, 2003; Caumo et al., 2009; Carlesso et al., 2010). Estes protozoarios sdo ditos
anfizoéicos, devido a sua capacidade de existir normalmente como organismos de vida livre,
mas serem capazes de sobreviver em tecidos de seres humanos e outros animais, causando
doengas como ceratite e encefalite (Visvesvara & Schuster, 2008).

Ceratite amebiana € uma doenca progressiva e dolorosa que ameaca a visao, estando
associada ao uso de lentes de contato. Seus principais sintomas sdo vermelhid&o,
lacrimejamento, fotofobia e edema nas palpebras, podendo progredir para perda da visdo e
enucleacdo (Awwad et al., 2007).

Diversos estudos tém associado a patogenia causada por Acanthamoeba a producéo e
secrecdo de proteases (He et al., 1990; Ferreira et al., 2009). Rocha-Azevedo et al. (2009),
observaram que uma espécie patogénica de Acanthamoeba reconhece proteinas da matriz
extracelular (MEC), como colageno | e laminina, de maneira mais eficiente, quando
comparadas a especie ndo-patogénica. Considerando-se que o padrdo de secrecdo de proteases
extracelulares de diferentes isolados de Acanthamoeba pode estar associado ao potencial
patogénico destas amebas, 0 objetivo deste trabalho foi verificar a presenca de proteases



extracelulares produzidas por isolados ambientais de estojos de lentes de contato e cepas
padréo de Acanthamoeba.

Materiais e Métodos

Organismos: Neste estudo foram usadas cepas padrdo de Acanthamoeba patogénicas, ATCC
30461, e ndo—patogénicas, ATCC 30010 e 30872 e isolados ambientais pré-existentes no
Laboratorio de Parasitologia — UFRGS, provenientes de estojos de lentes de contato. Todas as
amostras foram avaliadas a partir de um cultivo axénico e monoclonal.

Cultivo e Obtencdo do Meio Condicionado (MC): Os organismos foram cultivados em meio
PYG (proteose peptona, extrato de levedura e glicose) contendo antibidtico penicilina-
estreptomicina na concentracdo de 40 pL/mL e mantidos em estufa a 30 °C, por 72 horas.
Apos este periodo o MC foi centrifugado a 250 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi
filtrado através de uma membrana de 0,22 uM e estocado a 4°C. As amostras foram
liofilizadas e posteriormente ressuspensas em tampéo fostato, pH 7,0.

Perfil de Atividade proteolitica — Zimograma: Os MC liofilizados de diferentes isolados
foram misturados ao tampdo de amostra (1:1) (sem SDS ou B-mercaptoetanol) e analisados
por eletroforese em gel de poliacrilamida - dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) 12%,
contendo 2 mg/mL de gelatina. Apds a separagdo, 0s géis foram incubados em solucéo de
Triton X-100 2,5% (w/v) por 60 minutos, sendo em seguida transferidos para o tampéo de
desenvolvimento (50 mM de Tris-HCI, pH 7.5, contendo 10 mM de CaCl,) na temperatura de
37°C por 18 horas. Apos esse periodo, o gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue. As
areas de digestdo foram visualizadas como regides ndo coradas.

Quantificacao de proteinas:As proteinas totais foram determinadas pelo método de Lowry.

Resultados e Discusséo

A producdo de proteases é reconhecida como fator de viruléncia para diversos
protozoarios, incluindo Entamoeba histolytica e Giardia lamblia (Khan, 2006; Lejeune et al.,
2009; Ankarklev et al., 2010). Em Acanthamoeba a presenca e a quantidade de proteases tem
sido relacionadas a sua capacidade invasora, talvez determinantes para o fenétipo virulento
apresentado por alguns isolados (Ferreira et al., 2009; Rocha-Azevedo et al., 2009).

Em nosso estudo, de acordo com os resultados dos zimogramas das amostras (figura
1), pode-se observar que todos os isolados possuem atividade proteolitica (bandas brancas).
Os resultados das dosagens de proteinas totais, apresentados na tabela 1, demonstram os altos
niveis de proteinas produzidas e secretadas por estes protozoarios.

Tabela 1. Proteinas Totais nos isolados de ECL
e cepas padrdo de Acanthamoeba

Isolados Proteinas Totais
(mg/mL)

ATCC 30461 P 47,4

ATCC 30010 NP 61,6

ATCC 30872 NP 42,2

ELC32 52,6
Figura 1. Zimograma dos isolados de ELC e ELC48 51,4
cepas padrdo de Acanthamoeba. 1= ATCC *ECL = estojos de lentes de contato; P=
30461P; 2 = ATCC 30010NP; 3= ATCC patogénica; NP= ndo-patogénica

30872NP; 4= ELC32; 5= ELC48
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Muitos estudos tém conseguido isolar e caracterizar proteases extracelulares de
espécies variadas de Acanthamoeba, como determinado por Na et al (2001) que isolaram e
caracterizaram uma serino-protease de 12 kDa de A. castellanii, capaz de degradar proteinas
da MEC, entre outras proteinas da cornea de coelho. Em outro trabalho, também estudando
A.castellanii foi isolada uma protease de 133 kDa, capaz de lisar células do epitélio corneano
humano e de roedores (Hurt et al, 2003). Entretanto nenhum estudo buscou a comparacéo
entre diversos isolados em relacdo as proteases produzidas, o que poderia possibilitar a
descoberta de um possivel marcador de patogenicidade para este género.

Concluséo

Os resultados demonstram que os isolados estudados produzem proteinas
extracelulares e que parte destas possui forte atividade proteolitica. Estudos complementares
fornecerdo melhores dados sobre a caracterizacdo destas proteases e suas funcoes.
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