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RESUMO

A atividade catalitica de nucleosideo trifosfato difosfohidrolase (NTPDase) foi
recentemente caracterizada em promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis
(Lb), e o dominio B (r82-121) antigénico e conservado, especifico da NTPDase 1 foi
identificado. Neste trabalho, anticorpos policlonais de camundongos produzidos contra
dois peptideos sintéticos derivados deste dominio (LbB1LJ, r82-103; LbB2LJ, r102-
121), e anticorpos produzidos contra os peptideos potB1LJ e potB2LJ, de alta
identidade com LbB1LJ e LbB2LJ respectivamente, foram usados como ferramentas de
estudo desta proteina. Os anticorpos anti-LbB1LJ ou anti-LbB2LJ, imobilizados em
proteina A-Sepharose, imunoprecipitaram a NTPDase 1 de 48 kDa, e depletarem
aproximadamente 40% da atividade fosfohidrolitica da preparagdo de Lb
homogeneizada em detergente. Por imunocitoquimica e analise ultraestrutural, usando
os anticorpos anti-LbB1LJ, anti-LbB2LJ ou anti-potB1LJ, a NTPDase 1 foi identificada
na superficie, vesiculas citoplasmaticas, mitocdndria, cinetoplasto, flagelo e bolsa
flagelar, e nucleo de promastigotas. Em adigdo, a NTPDase 1 foi isolada de fragcéo
mitocondrial de promastigotas por gel ndo desnaturante, e sua expressao e identidade
foram confirmadas por medidas de atividade enzimatica, “Western blots” e
espectrometria de massas. As atividades ATPasica e ADPasica da preparagao de Lb
homogeneizada em detergente foram parcialmente inibidas por anticorpos anti-LbB1LJ
ou anti-potB1LJ (43-79%), sendo mais efetivos que a inibicdo por anticorpos anti-
LbB2LJ ou anti-potB2LJ (18-60%). Em adic&do, os soros imunes anti-LbB1LJ ou anti-
potB1LJ (67-73%) e anti-LbB2LJ ou anti-potB2LJ (33-40%) foram citotoxicos, reduzindo
significativamente o crescimento de promastigotas in vitro. Em “Western blots” e por
analises em microscoépio confocal de varredura a laser, os anticorpos produzidos contra
o dominio B confirmaram a expressado e identidade da NTPDase 1 em amastigotas
intracelulares e, também, amastigotas livres recuperadas de células Vero. Em conjunto,
os resultados apontam o dominio B conservado da NTPDase 1 de Leishmania (V.)
braziliensis como um importante alvo para o desenho de inibidores e a aplicagao
potencial dessas biomoléculas em protocolos experimentais de controle da
leishmaniose. Os acidos N-alquilaminoalcanotiossulfuricos (AAATS), os quais nao tém
efeito citotoxico in vitro ou in vivo, reduziram a proliferacdo in vitro de amastigotas
intracelulares, sendo os mais efetivos o SIPA, SSEC e IBSS com Clsg de 24-35 uM. O
NPSO, SXIP e TBSO foram menos efetivos com Clso de 54 a >100 uM. Com excegéao
do TBSO, todos os outros AAATSs inibiram parcialmente a atividade ATPasica e/ou
ADPasica da preparagdo de promastigotas. O SIPA foi também um efetivo
leishmanicida quando testado sobre amastigotas recuperadas de células Vero, com Clsg
20 uM e, em adicao, foi capaz de reduzir as atividades ATPasica e ADPasica de
homogeneizado destes parasitos sugerindo um Ki de 10-100 pM. Além disso, SIPA 30
MM reduziu significativamente 28% do potencial de membrana mitocondrial, podendo
ser este um dos mecanismos pelo qual os AAATs sao leishmanicidas. A NTPDase 1
pode ter um papel fundamental na atividade mitocondrial, uma nova hipétese a ser
explorada, e ser o alvo dos AAATs, os quais foram testados pela primeira vez em
tripanosomatideos e caracterizados neste trabalho como novos compostos
leishmanicidas.

Palavras chave: Leishmania braziliensis, NTPDase, peptideo, anticorpo, compostos
leishmanicidas, acidos N-alquilaminoalcanotiossulfuricos



ABSTRACT

Nucleoside triphosphate diphosphohydrolase (NTPDase) activity was recently
characterized in Leishmania (Viannia) braziliensis promastigotes (Lb), and an antigenic
conserved B domain (r82-121) from the specific NTPDase 1 isoform was identified. In
this work, mouse polyclonal antibodies produced against two synthetic peptides
belonging to this domain (LbB1LJ, r82-103; LbB2LJ, r102-121), and antibodies
produced against peptides potB1LJ and potB2LJ, with high identity to the LbB1LJ and
LbB2LJ respectively, were used as tools for studies of this protein. The anti-LbB1LJ or
anti-LbB2LJ antibody, immobilized on Protein A-Sepharose, immunoprecipitated the
NTPDase 1 of 48 kDa and depleted approximately 40% of the phosphohydrolytic activity
from detergent-homogenized Lb preparation. By ultrastructural immunocytochemical
microscopy, using anti-LbB1LJ, anti-LbB2LJ or anti-potB1LJ antibody, the NTPDase 1
was identified on the surface, subcellular cytoplasmic vesicles, mitochondria,
kinetoplast, flagellum and flagellar pocket, and nucleus of promastigotes. In addition, the
NTPDase 1 was isolated from the promastigotes mitochondrial fraction by non-
denaturing gel, and its expression and identity were confirmed by enzyme activity
measurements, Western blots and mass spectrometry. The ATPase and ADPase
activities of detergent-homogenized preparation were partially inhibited by anti-LbB1LJ
or anti-potB1LJ antibody (43-79%), which was more effective than that inhibition by anti-
LbB2LJ or anti-potB1LJ antibody (18-60%). In addition, the immune sera anti-LbB1LJ or
anti-potB1LJ (67-73%) and anti-LbB2LJ or anti-potB2LJ (33-40%) were cytotoxic, and
significantly reduce the promastigotes growth in vitro. By Western blots and confocal
microscopy laser scanning analyses, the antibodies produced against B domain
confirmed the expression and identity of the intracellular amastigotes NTPDase 1 and,
also, in free amastigotes recovered from Vero cells. All taken together, the results
appoint the conserved B domain from the L. (V.) braziliensis NTPDase 1 as an important
target for inhibitor design and the potential application of these biomolecules in
experimental protocols of disease control. The N-alkylaminoalkanethiosulfuric acids,
which did not have in vitro or in vivo cytotoxic effect, reduced in vitro intracellular
amastigotes proliferation, the most effective being the SIPA, SSEC and IBSS, with ICso
24-35 uM. The NPSO, SXIP and TBSO were less effective, with 1Cso 54 to >100 uM.
TBSO exception, all the other AAATs partially inhibited the ATPase and/or ADPase
activity from the promastigotes preparation. The SIPA also was an effective
antileishmanial when tested on the amastigotes recovered from the Vero cells, with 1Cso
20 yM and, in addition, it was capable to reduce the ATPase and ADPase activities from
the homogenized of these parasites suggesting a Ki 10-100 yM. Furthermore, SIPA 30
MM significantly reduced 28% of the mitochondrial membrane potential, and it could be
one of the mechanisms by which AAATs are antileishmanial compounds. The NTPDase
1 may play a key role in the mitochondrial activity, a new hypothesis to be explored, and
target of AAATs, which were tested for the first time on the trypanosomatids and
characterized in this work as new antileishmanial compounds.

Keywords: Leishmania braziliensis, NTPDase, peptides, antibody, antileishmanial
compounds, N-alkylaminoalkanethiosulfuric acids
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1. INTRODUGAO

1.1 A Leishmania (V.) braziliensis E A LEISHMANIOSE CUTANEA

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), as leishmanioses estao
entre as seis doengas mais negligenciadas do mundo e, geralmente ocorre em
locais mais pobres com destaque para paises em desenvolvimento, contribuindo
para estabelecimento e manutencao da desigualdade social.

A infeccdo primaria da leishmaniose € causada por diversos parasitos de
espécies do género Leishmania da familia Trypanosomatidae, os quais s&o
transmitidos para o humano por meio da picada de fémeas dos mosquitos Lutzomyia
e Phlebotomus durante o repasto sanguineo, os quais sao espécies pertencentes a
ordem Diptera, familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae. Ao picar a pele o
mosquito injeta formas promastigotas do parasito que s&o fagocitados pelo
macrofago e/ou outras células fagociticas mononucleadas. Os amastigotas replicam-
se dentro das células e as rompem infectando assim outras células. O mosquito, ao
picar o hospedeiro, ingere as células infectadas com formas amastigotas que sao
transformadas em promastigotas no intestino do inseto e migram para a probdscide,
infectando outras pessoas por meio da picada (DAVI et al. 2009; OMS, 2010;
TOLEDO et al. 2013).

Entretanto, em décadas recentes, tem sido evidenciada a existéncia de vias
alternativas de transmissdo envolvendo contato direto com tecidos infectados em
diversas situagdes. Visto que a leishmaniose n&do é considerada uma doenga que
pode ser transmitida entre individuos sem a intervencdo de uma espécie vetor,
testes de laboratdrio para a presenca desses parasitos ndo sio realizados, por
exemplo, em potenciais doadores antes de procedimentos terapéuticos mais
invasivos. No caso de pacientes com imunodeficiéncia, a possibilidade de contrair a
doenca é significativamente aumentada. Além disso, durante a gravidez, variagdes
no sistema imune podem permitir a transmissédo do parasito da mae para o feto. A
infeccdo maternal-fetal pode, também, ter origem sexual. O compartiihamento de

seringa € outra importante fonte de infecgdo entre os dependentes toxicoldgicos.
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Profissionais dos setores de saude e pesquisa devem ser também considerados
como populagao de risco na aquisi¢gao dessa doencga. Considerando que o periodo
de laténcia do parasito dentro do hospedeiro pode durar um ano, existem mais
individuos infectados do que casos reportados. Desta forma, ha necessidade do
sistema de saude avaliar a situagdo global no que tange a transmissdo da
leishmaniose e a implementacdo de estratégias que reduzam a exposigdo do
individuo a infecgdes por Leishmania (AVILA-GARCIA et al. 2014).

As duas principais formas clinicas das leishmanioses sao a visceral (LV) e a
cutanea (LC), porém é observado um amplo espectro clinico destas doengas devido
a grande diversidade de parasitos e, também, dos vetores (OMS, 2010).

As Leishmanioses estao distribuidas geograficamente entre 98 paises dentro
dos continentes da América, Europa, Asia, Africa e Australia e, a OMS estima que
ocorre de 200 a 400 mil casos de LV humana, e de 700 mil a 1,2 milhdes de casos
de LC humana anualmente. A LC é distribuida mais amplamente, com um tercgo
ocorrendo na regido das Américas, Bacia do Mediterraneo, oeste e centro da Asia
(ALVAR et al. 2012).

A LC possui diferentes formas clinicas, incluindo localizada, disseminada,
difusa e mucosa, sendo que uma proporcdo variavel de infecgdes séao
assintomaticas (MINISTERIO DA SAUDE, 2007; RANGEL e LAINSON, 2009).
Geralmente é causada por ulceras cutaneas no local da picada do mosquito,
entretanto, os parasitos podem também fazer metastases e produzir lesdes
mucosas, geralmente na boca, nariz, faringe e laringe. O envolvimento da mucosa
pode ocorrer simultaneamente a doenga cutdnea (forma mucocuténea) ou meses a
anos depois da cura espontanea ou induzida por tratamento das lesbes cutaneas
(forma mucosa). As situagbes envolvendo a mucosa sdo graves, uma vez que
podem levar a destruicdo da mesma com cicatrizes desfigurantes (PIRMEZ, 1992;
LEITE et al. 2012; ROQUELINE et al. 2014).

Os mecanismos que levam a diversidade da apresentacdo clinica ndo sao
bem conhecidos, embora fatores como o envolvimento da resposta imune do
hospedeiro e um numero limitado de parasitos, ultimamente, tém sido reconhecidos
como importantes (BACELLAR et al. 2002; FARIA et al. 2005; GIUDICE et al. 2007;
TUON et al. 2008; RAMASAWMY et al. 2010; BOAVENTURA et al. 2010;
VENDRAME et al. 2010; MARETTI-MIRA et al. 2011).
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Um agente frequente de LC no Novo Mundo ¢é a L. (V.) braziliensis, que pode
causar tanto a forma disseminada quanto a forma mucocutanea, e € um grande
problema de saude na América Latina, em paises como Brasil, Bolivia, Peru,
Venezuela e Guatemala, sendo no Brasil a espécie responsavel pela maioria dos
casos de LC humana (GONZALEZ et al. 2009; PANIZ et al. 2013).

Nos seres humanos, a resisténcia a infecgdo por L. (V.) braziliensis esta
associada com o estabelecimento inicial de uma resposta imune T helper do tipo 1,
juntamente com o controle das respostas inflamatérias exacerbadas (BACELAR et
al. 2002; ANTONELLI et al. 2004; FARIA et al. 2005; LEITE et al. 2012). Em
modelos de infecgdo murina, tem sido demonstrado que o interferon gama (IFN-y),
em sinergia com outras citocinas derivadas de macréfagos, como o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), atua na ativacdo de macrofagos para a sintese de 6xido nitrico
(NO), um potente agente microbicida que leva a morte do parasito (LIEW et al. 1990;
BODGAN et al. 2000; LEITE et al. 2012).

1.2 TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE CUTANEA

Embora os antimoniais pentavalentes permanecam a primeira escolha na
terapia para a maioria dos casos de leishmanioses, incluindo LC no Novo Mundo
causada por L. (V.) braziliensis, eles ndo sao efetivos contra todas as espécies de
Leishmania. Sdo administrados por via parenteral e tém uma significativa toxicidade
sistémica. Outros farmacos, incluindo pentamidina, miltefosina, anfotericina B
deoxicolato e anfotericina B liposomal, sdo também limitados por uma eficacia
variavel e efeitos colaterais graves, alertando para a busca de opg¢des mais eficazes
e melhor toleradas (GONZALEZ et al. 2009; SOUZA et al. 2011).

O imidazol e o triazol que s&o estruturalmente relacionados demonstraram
atividade contra alguns tipos de LC (PANIZ et al. 2013; GONZALEZ et al. 2009;
SOUZA et al. 2011). O fluconazol, um triazol sintético que tem uma longa meia-vida
no plasma, € bem tolerado e ativo quando administrado por via oral (SOUZA et al.
2011), e tem mostrado ser promissor em algums ensaios clinicos de tratamento de
leishmaniose por espécies complexas, notadamente no Velho Mundo (SOUZA et al.
2011, MORIZOT et al. 2007). No Novo Mundo, ndo ha consisténcia entre os
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resultados de tratamento com o fluconazol. Souza e colaboradores (2011) relataram
que em pacientes com LC do estado do Ceara, Brasil, onde a L. (V.) braziliensis é
endémica, obtiveram taxas de cura de 89 ou 100% fazendo uso das doses de 5 e 8
mg/Kg/dia, respectivamente. Entretanto, Schnedl e colaboradores (2007) relataram
que trés casos de LC, de Belize, causada por espécie de Leishmania do Novo
Mundo, n&o tiveram resposta com o uso de 200 mg/dia de fluconazol oral.

Uma importante limitacdo de muitos relatos é o fato do parasito ndo ser
caracterizado molecularmente, visto que € essencial a determinacdo da
susceptibilidade a azoles entre diferentes espécies de Leishmania. O resultado da
susceptibilidade in vitro pode também ser ensaio-dependente. Rangel e
colaboradores (1996) relataram que a cepa L. braziliensis 2903 pode ser
naturalmente resistente a Cetoconazol e a outros inibidores de esterol C14a-
demetilase (ex bis-triazol D0870).

Devido ao conhecimento insuficiente a respeito da patogénese do parasito e a
complexidade das respostas imunes necessarias para a protegdo, uma vacina para
leishmaniose humana ainda nao foi desenvolvida de fato, e a quimioterapia ainda é
a melhor escolha (REITHINGER et al. 2007; PALATNIK-DE-SOUSA, 2008; DE
OLIVEIRA et al. 2009). A combinagdo de drogas, como os antimoniais, e agentes
imunomoduladores tem sido sugerida como uma alternativa que poderia auxiliar no
tratamento, aumentando desta forma a resposta imune especifica contra a doencga, e
diminuindo o tempo de tratamento. Porém, o uso deste procedimento para o
tratamento das leishmanioses necessita de melhor avaliacido antes de sua inclusao
na rotina clinica (MAYRINK et al. 2006; DALTON e KAYE, 2010).

O conhecimento a respeito da morfologia e metabolismo do parasito, da
genética e resposta imune do hospedeiro aos antigenos da Leishmania, assim como
a identificacdo de novos antigenos, sao estudos ainda necessarios para o
desenvolvimento de novas estratégias de diagndstico, tratamento, vacina e/ou

imunoterapia para a leishmaniose.
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1.3 A NUCLEOSIDEO TRIFOSFATO DIFOSFOHIDROLASE (NTPDase)

A nucleosideo trifosfato difosfohidrolase (NTPDase; EC 3.6.1.5) é uma
enzima encontrada em uma diversidade de organismos, incluindo plantas,
invertebrados, fungos, parasitos e mamiferos, sendo também chamadas de apirase
em plantas e ATP difosfohidrolase em parasitos. As proteinas que fazem parte da
familia das NTPDases hidrolisam nucleosideos di- e trifosfatados aos respectivos
nucleosideos monofosfatados, sob a ativagdo de ions bivalentes (COIMBRA et al.
2002; FARIA-PINTO et al. 2004; KETTLUN et al. 2005; GUEVARA-FLORES et al.
2008; RUCKERT et al. 2010; KNOWLES, 2011; SANSOM, 2012).

As acbes biolégicas das NTPDases sao relacionadas a regulagdo das
concentragdes de nucleotideos em diversos processos fisiologicos como o sistema
de sinalizagao purinérgica, e infectividade e/ou recuperagdo de purinas, e foram
sugeridas como possiveis alvos para tratamentos de doengas (KIKUCHI et al. 2001;
GENDRON et al. 2002; PINHEIRO et al. 2006; PENIDO et al. 2007; BURNSTOCK e
VERKHRATSKY, 2009; SANTOS et al. 2009; MEYER-FERNANDES et al. 2010;
SOUZA et al. 2010; TAN et al. 2010; SANSOM, 2012).

Em parasitos cuja sintese de purinas ndo € possivel, como ocorre em
Leishmania, a recuperacdo destas moléculas é feita do meio extracelular com a
contribuicdo de ecto-NTPDases (MARR et al. 1978; LEITE et al. 2012). E comum o
relato de sua presenca associada a 5’-nucleotidases, enzimas que hidrolisam os
nucleosideos monofosfatados ao nucleosideos correspondentes, que por sua vez
sdo internalizados via transporte especifico (YE e RAJENDRAM, 2009).

Alguns fatores de viruléncia tais como lipofosfoglicano (LPG), gp63 e outras
proteases tém sido associados ao estabelecimento da infecgcdo, com o parasitismo
intracelular, bem como com a inibigdo da resposta imune do hospedeiro (MOSSER
et al. 1997; CUERVO et al. 2006). Tem sido também relatado que o aumento nos
niveis de ATP extracelular por células do sistema imune dispara resposta
inflamatdria, e a sua hidrolise por NTPDases e nucleotidases de parasitos e a
resultante produgdo de adenosina, a qual atua sobre o receptor P1, modula a
resposta imune inflamatdria pelo aumento da concentracdo de cAMP intracelular,

sendo por isso proteinas envolvidas nos mecanismos de evasdo de parasitos ao
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sistema imune do hospedeiro (IA SALA et al. 2003; HASKO et al. 2009; LEITE et al.
2012). Assim, componentes protéicos das vias de metabolismo de ATP extracelular
a adenosina surgem também como candidatos para determinar a viruléncia destes
parasitos, e sdo capazes de influenciar a resposta imunoldgica do hospedeiro e, em
consequéncia, o estabelecimento do parasito (MARQUES-DA-SILVA et al. 2008; DE
SOUZA et al. 2010; MEYER-FERNANDES et al. 2010; SOUZA et al. 2011;
PALETTA-SILVA et al. 2012).

Para investigar o possivel envolvimento da hidrolise da ecto-nucleotidase e,
especialmente, a producdo de adenosina no estabelecimento da infecgdo de
Leishmania, a atividade ecto-nucleotidasica em promastigotas metaciclicos foi
comparada a atividade entre trés espécies de Leishmania causadora de LC
(MARQUES-DA-SILVA et al. 2008). Os resultados mostraram que L. amazonensis
possui maior atividade enzimatica que L. braziliensis e L. major. Foi demonstrado,
também, que o aumento dos niveis de adenosina em infecgdo por L. braziliensis
estd relacionado ao aumento do tamanho e atraso no controle da lesdo e
parasitismo (MARQUES-DA-SILVA et al. 2008).

Foi também relatado que formas promastigotas isoladas de lesbes mucosas
hidrolisam maior quantidade de nucleotideos de adenosina que aquelas isolados de
lesdes cutaneas, sugerindo que a atividade NTPDasica pode influenciar no resultado
da doenga em pacientes com infec¢ao por L. (V.) braziliensis (LEITE et al. 2012).
Além disso, LEITE e colaboradores (2012) avaliaram a relagdo da NTPDase com o
controle da resposta imune na infecgdo de camundongos C57BL/6J e macréfagos
J774, bem como na infeccdo e ativacdo de células dendriticas. Estes autores
detectaram que parasitos com elevada atividade enzimatica sdo capazes de modular
a resposta imune do hospedeiro pelo mecanismo de inibicdo de macrofagos
microbicidas e ativagao de células dendriticas (LEITE et al. 2012).

Recentemente, uma isoforma ativa e antigénica de NTPDase, a NTPDase 1,
foi caracterizada em promastigotas de L. (V.) braziliensis (REZENDE-SOARES et al.
2010), o primeiro estagio de interagdo hospedeiro-parasito que inclui modulagéo da
resposta imune e sinalizagdo hospedeiro-célula (CUERVO et al. 2009; DE SOUZA
2008). Por analises experimental e in silico foi identificado um dominio conservado
particular, chamado B, na estrutura primaria da NTPDase 1 de L. (V.) braziliensis, o
qual é também compartilhado com as apirases de batata Solanum tuberosum e de

outras plantas e, também, com NTPDases de outros organismos patogénicos de
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distintas linhagens filogenéticas. O dominio B n&o esta incluido entre os cinco
dominios da estrutura primaria que caracterizam a familia das NTPDases, as
“apyrase conserved regions” (ACRs), os quais estao envolvidos com o ciclo catalitico
destas enzimas. O dominio B esta localizado entre as ACR1 e ACR2, e foi
associado a antigenicidade das NTPDases de diferentes espécies de Leishmania e,
também, de Schistosoma mansoni, e acredita-se que tenha sido conservado durante
a evolugao fazendo parte dos mecanismos de evasao de parasitos ao sistema imune
do hospedeiro (FARIA-PINTO et al. 2004, 2006, 2008, 2010a,b; COIMBRA et al.
2008; VASCONCELOQOS et al. 2009; REZENDE-SOARES et al. 2010; MAIA et al.
2011; MENDES et al. 2011).

Em analises preliminares, a localizagado da atividade NTPD&asica em formas
promastigotas de L. (V.) braziliensis foi obtida por citoquimica ultraestrutural
utilizando os substratos ATP, ADP e GDP, o que permitiu a detec¢cao dos produtos
de hidrélise pelos precipitados de granulos eletrodensos de fosfato de cério na
superficie e, pela primeira vez, na mitocondria e cinetoplasto do parasito
(REZENDE-SOARES et al. 2010; PORCINO, 2012). No entanto, esta técnica ndo
distingue a NTPDase 1 e a hipotética GDPase (PEACOCK et al. 2007,
XP_001562788), também anotada no genoma desse parasito, e que é também
pertencente a familia das NTPDases.

Dando prosseguimento aos estudos, anticorpos produzidos contra o r-
potDominio B, uma molécula recombinante derivada do dominio B (40 aminoacidos)
da apirase de batata, foram utilizados como ferramentas para o isolamento da
NTPDase 1 de promastigotas de L. (V.) braziliensis por meio de técnicas de
imunoprecipitagcao e identificagdo por “Western blots”. Por meio de imunocitoquimica
ultraestrutural, utilizando os mesmos anticorpos, a NTPDase 1 foi localizada na
superficie, vesiculas subcelulares citoplasmaticas, mitocéndria, cinetoplasto e nucleo
das formas promastigotas de L. (V.) braziliensis (PORCINO, 2012) confirmando a
ampla distribuicdo desta proteina no parasito (REZENDE-SOARES et al. 2010).
Além disso, o r-potDominio B foi reativo com soros de pacientes com LC, sugerindo
a antigenicidade do dominio B, e os anticorpos produzidos contra este recombinante
foram aptos a inibir a atividade NTPDasica de promastigotas e, também, a
proliferagdo destes parasitos em experimentos in vitro (MAIA et al., 2011; PORCINO,
2012).



22

Motivados por estes resultados, foram obtidos peptideos sintéticos LbB1LJ e
LbB2LJ, derivados das por¢cdes N- e C-terminal do dominio B especifico da
NTPDase 1 de L. (V.) braziliensis e, também, potB1LJ e potB2LJ, peptideos
sintéticos derivados das porgdes N- e C-terminal do dominio B da apirase de batata
S. tuberosum. A reatividade entre estes peptideos e os anticorpos IgG e subtipos de
soros de pacientes com LC, oriundos de diferentes areas endémicas, confirmou a
antigenicidade e a presenga de epitopos para células B em todo o dominio B da
NTPDase 1 deste parasito (CARVALHO-CAMPOS, 2011).

Os avancos nos estudos desta proteina sdo demonstrados neste trabalho
atual. Os anticorpos produzidos contra os peptideos sintéticos LbB1LJ, LbB2LJ,
potB1LJ e potB2LJ, derivados de dominio B de NTPDases foram utilizados para a
identificac&do e localizagdo especifica da NTPDase 1 em formas promastigotas e/ou
amastigotas de L. (V.) braziliensis.

A confirmagao da expressdo da NTPDase 1 em formas amastigotas motivou
os estudos de novas drogas leishmanicidas e a caracterizagao desta proteina como

um novo alvo na terapia contra a leishmaniose.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar a NTPDase 1 em formas promastigotas e amastigotas de
Leishmania (Viannia) braziliensis, e avaliar os efeitos leishmanicidas de derivados
dos acidos alquilaminoalcanotiossulfuricos (AAATs) e a susceptibilidade da

NTPDase 1 a estes composto, caracterizando-a como um novo alvo terapéutico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 |dentificar a NTPDase 1 em homogeneizado de promastigotas de L. (V.)
braziliensis usando anticorpos anti-LbB1LJ ou anti-LbB2LJ em experimentos de

imunoprecipitacdo e deplegéo de atividade enzimatica, seguido de “Western blots”;

2.2.2 Localizar a NTPDase 1 em formas promastigotas de L. (V.) braziliensis
utilizando anticorpos anti-LbB1LJ, anti-LbB2LJ e anti-potB1LJ por andlise

ultraestrutural e imunocitoquimica;

2.2.3 Avaliar o potencial de anticorpos anti-LbB1LJ, anti-LbB2LJ, anti-potB1LJ e anti-
potB2LJ para inibir a atividade NTPDasica e a proliferagao in vitro de promastigotas

de L. (V.) braziliensis;

2.2.4 Obter a fragdo mitocondrial de promastigotas de L. (V.) braziliensis, certificar a
presencga de atividade fosfohidrolitica nesta fragao e purificar a NTPDase 1 por meio
de gel ndo desnaturante, identificando-a por atividade enzimatica, “Western blots”
usando anticorpos anti-LbB2LJ e espectrometria de massas;

2.2.5 Identificar a NTPDase 1 na forma amastigota intracelular de L. (V.) braziliensis
por imunocitoquimica e microscopia confocal de varredura a laser usando anticorpos

anti-LbB1LJ e anti-r-potDominio B;
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2.2.6 Recuperar formas amastigotas de células Vero infectadas com L. (V.)
braziliensis e certificar a expressdo de NTPDase 1 nestas formas livres por “Western

blots”, usando anticorpos anti-LbB2LJ;

2.2.7 Identificar a NTPDase 1 em formas amastigotas recuperadas de células Vero
por imunocitoquimica e microscopia confocal de varredura a laser usando anticorpos
anti-LbB1LJ e anti-LbB2LJ;

2.2.8 Verificar o potencial leishmanicida de acidos alquilaminoalcanotiossulfuricos
(AAATSs) contra formas promastigotas e amastigotas in vitro e, também, seus efeitos
sobre a atividade fosfohidrolitica de homogeneizado de promastigotas ou

amastigotas;

2.2.9 Avaliar o efeito do SIPA, um derivado AAAT, sobre o potencial de membrana

mitocondrial (AWm) de formas amastigotas de L. (V.) braziliesis.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENGAO DE APIRASE DE BATATA, PEPTIDEOS SINTETICOS, r-
potDominio B E DESENVOLVIMENTO DE ANTICORPOS POLICLONAIS

A apirase de batata foi purificada de linhagem comercial de Solanum
tuberosum e usada para obter anticorpo policlonal em coelho branco da Nova
Zelandia (FARIA-PINTO et al. 2004; KETTLUN et al. 2005).

Os peptideos LbB1LJ (r82-103; REZENDE-SOARES et al. 2010) e LbB2LJ
(r102-121), cujas sequéncias primarias compdéem o dominio B conservado da
NTPDase 1 de L. (V.) braziliensis (PEACOCK et al. 2007; NCBI XP_001562178.1;
47,689 Da), e os peptideos potB1LJ (r77-98) e potB2LJ (r97-116) derivados do
dominio B conservado da apirase de batata (HANDA E GUIDOTTI, 1996; NCBI
P80595), foram obtidos por sintese em fase sélida como anteriormente descrito
(KORKMAZ et al. 2008). Esses peptideos abrangem o dominio B (r82-121) da
NTPDase 1 de L. (V.) braziliensis sobrepondo dois aminoacidos no C-terminal em
LbB1LJ e N-terminal em LbB2LJ. Eles mantém os epitopos preditos para ligacao de
anticorpos (FARIA-PINTO et al. 2008; VASCONCELOS et al. 2009). O dominio B da
apirase de batata (r78-117,
EYFMATEPGLSSYAEDPKAAANSLEPLLDGAEGVVPQELQ) fusionado a uma
cauda N-terminal de hexahistidina (r-potDominio B) foi obtido por expresséo
heterdloga em Escherichia coli (MAIA et al. 2011).

Soros imunes contra cada peptideo (10 ug) ou r-potDominio B (25 ug) foram
produzidos em camundongos BALB/c com sete semanas de vida, os quais foram
injetados com a molécula emulsificada em adjuvantes Completo e Incompleto de
Freund por via intra-peritonial, com quinze dias de intervalo entre as injegdes, como
previamente descrito (MENDES et al. 2011). Além disso, amostras de soro obtidas
de camundongos BALB/c inoculados com adjuvantes Completo e Incompleto de
Freund, na auséncia de peptideos e nas mesmas condigdes experimentais, foram
usadas como controle especifico em todos os experimentos (MENDES et al. 2011).

Os soros foram armazenados a -20°C.



26

O protocolo de estudo foi realizado de acordo com as regulamentag¢des da
“Brazilian National Council of Research in Animals” e foi aprovado pelo Comité de
Etica de Pesquisa Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora,
MG, Brasil, processo n° 012/2011.

3.2 OBTENGAO DE PROMASTIGOTAS E PREPARAGAO DE PROTEINAS

Formas promastigotas de L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903) foram
obtidas como descrito por Marques e colaboradores (2006). Os parasitos foram
coletados na fase estacionaria de crescimento (108 parasitas/ml), lavados trés vezes
em tampao Tris-HCI 5 mM, pH 7,4, a 4°C, e centrifugados a 3000 x g por 10
minutos. Os parasitos foram ressuspendidos em Tris-HCI 5 mM, pH 7,4, acrescido
de 8% de sacarose, leupeptina (0,5 pg/ml), pepstatina (0,07 pg/ml), inibidor de
tripsina (50 ug/l) e fluoreto de fenilmetilsulfonila (2 pg/ml). O rompimento da
membrana e a liberagcdo de antigenos foram obtidos por trés ciclos de congelamento
e descongelamento e um ciclo de ultrasonicagao. Esta preparagao foi centrifugada a
10000 x g a 4°C por 15 minutos, e o sobrenadante foi armazenado a -80°C até o
uso. A determinacdo de proteinas foi realizada pelo método de Lowry (LOWRY et al.
1951).

3.3 ENSAIO DE IMUNOPRECIPITAGAO E “WESTERN BLOTS”

Uma aliquota de preparagao de promastigotas foi ressuspendida em meio de
reacao padrao contendo 50 mM de tampao MOPS, pH 7,4, 1 mM CaClz, 100 uM de
ortovanadato de sodio suplementado com 1 mg/mL de detergente ndo- idbnico C12E9
e, depois, centrifugada a 10000 x g por 10 minutos a 4°C. Soro imune policlonal de
camundongo anti-LbB1LJ ou anti-LbB2LJ na dilui¢gdo final 1:200 foi adicionado a
aliquotas de sobrenadante (5 mg de proteina/mL), seguido de incubagao por 3 horas
a temperatura ambiente. Ensaios usando soro controle foram feitos em paralelo. A

proteina A-Sepharose foi adicionada e incubada por 2 horas adicionais. Apos
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centrifugagdo em centrifuga clinica (FANEM Mod. 204N) por 5 minutos, o
sobrenadante foi usado para medir a atividade fosfohidrolitica, em triplicata, em meio
de reacdo padréao contendo MOPS 50 mM, pH 7,4, 1 mM CaClz, 100 pM de
ortovanadato de sédio e 0,1 mg proteina/ml. A medida de atividade hidrolitica foi
iniciada com a adicdo de 3 mM do substrato ATP ou ADP, incubada por 60 minutos
a 37°C, e interrompida pela adicdo de 1 volume de HCI 0,1 N. A quantidade de
fosfato inorganico (Pi) liberado foi determinada espectrofotometricamente de acordo
com Taussky e Shorr (1953).

O complexo resina-anticorpo-antigeno, que foi sedimentado por centrifugacao
por 5 minutos, foi lavado trés vezes em tampao MOPS, pH 7,4, solubilizado em
tampao de gel de amostra e submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida 10%
e dodecil sulfato de sodio 0,1% (SDS-PAGE 10%), usando Mini-Protean IlI Cell
(BioRad). As proteinas foram eletrotransferidas para membranas de nitrocelulose,
que foi bloqueada (0,15 M de solugao de tampao fosfato, pH 7,4, suplementada com
0,3% Tween-20 e 2% de caseina) usando procedimentos padrdao (REZENDE-
SOARES et al. 2010). Para evitar a reatividade com subunidades de IgG de
camundongo, o “Western blots” foi feito incubando as membranas de nitrocelulose
com o soro imune de coelho (diluido 1:1000) contendo anticorpos policlonais anti-
apirase de batata, diluido no mesmo tampao de bloqueio sem Tween-20, por 12 h.

Aliguotas (100 ug de proteina total) de preparagéao de promastigotas de L. (V.)
braziliensis foram também submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 10% e
dodecil sulfato de sddio 0,1% (10%-PAGE), e as proteinas eletrotransferidas para
membranas de nitrocelulose. Em “Western blot” foi utilizado o soro imune policlonal
de camundongo anti-LbB1LJ ou anti-LbB2LJ, diluido 1:200.

Os sinais foram revelados por quimioluminescéncia usando anticorpos
secundarios anti-IgG de coelho ou camundongo conjugados a peroxidase e, como
substrato, o luminol, e exposi¢ao a filme de raio-X de acordo com as instru¢des do

fabricante (ECL Western blotting System; GE Healthcare, Brazil).

3.4 IMUNOCITOQUIMICA ULTRAESTRUTURAL

Para analise por microscopia eletrdnica de transmiss&o, promastigotas foram

fixadas em solugdo recém-preparada de paraformaldeido 4%, glutaraldeido 0,1% e
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acido picrico 0,2% em uma solugdo tampao cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,2. As
amostras foram desidratadas em metanol em temperaturas progressivamente
menores, embebidas em resina Lowicryl K4M (Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, PA, US), e mantidas a -20°C. Cortes micrométricos foram coletados em
grades de niquel (malha 300) e incubados por 30 minutos a 25°C em cloreto de
amoénio 50 mM em PBS 0,1 M, pH 8. Em seguida, os cortes foram incubados por 10
minutos a temperatura ambiente em PBS contendo BSA 3% e Tween 20 0,2 %, pH
8, e entdo incubados 12 horas na presenca de soro imune anti-LbB1LJ, anti-LbB1LJ,
anti-potB1LJ ou soro pré-imune, diluidos 1:100. As grades foram rinsadas em PBS-
BSA e, finalmente, incubadas por 60 minutos em uma diluigdo 1:20 de anticorpos de
cabra anti-lgG de camundongo conjugados com 10 nm de particulas de ouro
(Sigma) (MATOS et al. 2010). As grades foram subsequentemente lavadas com PBS
e agua destilada, coradas com acetato de uranila e observadas em um microscopio
eletrébnico de transmissao (Zeiss EM 10C). Estes experimentos foram feitos na
Plataforma de Microscopia Eletrbnica do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil, com a colaboracdo da Dra. Suzana Corte Real, pesquisadora
daquele Instituto.

3.5 EFEITOS DOS ANTICORPOS POLICLONAIS DE CAMUNDONGO ANTI-
PEPTIDEOS SOBRE A ATIVIDADE FOSFOHIDROLITICA DE PREPARAGAO DE
PROMASTIGOTAS

Uma aliquota da preparagdo de promastigotas (6 mg de proteina/mL) de L.
(V.) braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903) foi adicionada a um meio de reagéo
padrao contendo tampao MOPS 50 mM, pH 7,4, CaCl2 1 mM, ortovanadato 100 uM,
e suplementado com 1 mg/ml do detergente ndo-ibnico C12E9, seguido de
centrifugagcédo a 10.000 x g por 10 minutos a 4°C. O soro de camundongo (diluicdo
1:200) contendo anticorpos policlonais anti-LbB1LJ, anti-LbB2LJ, anti-potB1LJ ou
anti-potB2LJ foi adicionado a uma aliquota deste solubilizado. Esta mistura foi
incubada por 3 horas a temperatura ambiente sob leve agitagdo. Ao final deste
tempo, aliquotas foram usadas para a medida da hidrélise de ATP ou ADP, como

descrito no item 3.3.
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3.6 ATIVIDADE LEISHMANICIDA in vitro DE SOROS IMUNES CONTENDO
ANTICORPOS POLICLONAIS ANTI-PEPTIDEOS SINTETICOS

Formas promastigotas de L. (V.) braziliensis (cepa MHOM/BR/1975/M2903; 3
x 108 células/ml) foram contadas em camera de Neubauer e mantidos em placas de
96 pocos de microtitulagdo em meio BHI, suplementado com L-glutamina, 10% de
soro fetal bovino e 10% de urina, e incubados com o soro imune anti-LbB1LJ, anti-
LbB2LJ, anti-potB1LJ ou anti-potB2LJ, na diluicdo 1:100 por 24 h. Promastigotas
crescidas em meio de cultura na auséncia de anticorpos, ou na presenga de
amostras de soro de camundongo ou coelho saudavel diluidos 1:100 foram usados
como controle. Todos os soros foram previamente incubados a 56 °C durante 30
minutos para completa inativagdo do sistema complemento. Os experimentos foram
realizados trés vezes e em triplicatas. A atividade leishmanicida foi determinada pelo
método MTT, o qual é baseado na reducgéo do sal tetrazélio (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil tetrazolico) por desidrogenases mitocondriais (MOSSMAN, 1983) como
descrito anteriormente (COIMBRA et al. 2008). A absorbancia foi medida a 570 nm
(Multiskan EX-Thermo Electron Corporation, Vantaa, Finlandia). A Anfotericina B foi
usada como uma referéncia padrdao. Os dados estatisticos foram analisados pelo
método T student, e foram considerados significativos quando P < 0,05. Estes
experimentos foram realizados com a colaboragdo da Profe. Dra. Elaine Soares
Coimbra do Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia do
ICB/UFJF.

3.7 OBTENGAO DE FRAGAO MITOCONDRIAL DE PROMASTIGOTAS

Para a obtencdo de fracdo mitocondrial de promastigotas de L. (V)
braziliensis, 6,96 X 108 células/mL foram ressuspendidos em 1,125 mL de tampé&o
THB para tripanosomatideos (Tris- HCI 25 mM, pH 7,8, EDTA 1 mM, sacarose 0,6
M, DTT (ditiotreitol) 1 mM, e coquetel de inibidores de proteases), suplementado
com 125 uL de THB contendo 0,2 mg de digitonina/mg de extrato de proteina total
(homogeneizado total). Apds 2 minutos, as amostras foram centrifugadas a 10000 x

g por 10 minutos a 4° C, obtendo-se o sobrenadante contendo a fragao citosdlica, e
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o “pellet”, correspondente a fragdo mitocondrial, conforme descrito previamente
(HIDE et al. 2008). O conteudo protéico foi medido no homogeneizado total e nas
fragdes citosdlica e mitocondrial (LOWRY et al. 1951), e as proteinas fracionadas
por eletroforese em gel de poliacrilamida 10% com dodecil sulfato de sédio 0,1%
(SDS-PAGE 10%) usando Mini-Protean Il Cell (BioRad). Estas amostras foram
também aplicadas em gel ndo desnaturante para o isolamento de NTPDase 1 de L.
(V.) braziliensis.

3.8 PURIFICAGAO DA NTPDase 1 DE HOMOGENEIZADO TOTAL OU FRAGAO
MITOCONDRIAL ENRIQUECIDA DE L. (V.) braziliensis POR ELETROFORESE
EM GEL DE POLIACRILAMIDA NAO DESNATURANTE E IDENTIFICAGAO POR
“WESTERN BLOTS”

Uma aliquota de homogeneizado total ou fragdo mitocondrial enriquecida de
L. (V.) braziliensis foi solubilizada em Tampao MOPS 50 mM, pH 7,4, suplementado
com CaClz2 1 mM, Triton X-100 0,2% e DOC 0,2% e, apés 10 minutos, foi adicionado
tampao de amostra composto de Tris-HCI 0,125 M, pH 6,8, glicerol 10% e azul de
bromofenol 5%. Aliquotas de 100 ug de proteina total foram aplicadas em pocos de
gel de poliacrilamida 6% com Triton X-100 (0,1% p/v) e deoxicolato de sodio (DOC;
0,1% p/v) e submetida a eletroforese a 130 V usando equipamento Mini-Protean Il
Cell (Bio Rad) por 4 horas a 4° C e tampao de corrida contendo estas mesmas
concentragdes de detergentes. Apos a corrida, o gel foi lavado por 40 minutos em
MOPS 50 mM, pH 7,4. Os pogos foram cortados e incubados em MOPS 50 mM, pH
7,4, suplementado com ortovanadato de sédio 100 uM, CaCl2 10 mM e 5 mM do
substrato ATP a 37°C. Apdés 2 h, precipitados de fosfato de calcio brancos
apareceram indicando uma atividade fosfohidrolitica in situ, e foram fotografados
contra um fundo escuro.

A regido do gel correspondente ao centro de atividade da banda foi cortada,
eletroeluida, e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 10% com dodecil
sulfato de sodio 0,1% (SDS-PAGE 10%). As proteinas foram coradas com Comassie
blue e prata, ou eletrotransferidas para membranas de nitrocelulose. As membranas

foram bloqueadas (tampé&o fosfato 0,15 M, pH 7,4, Tween 20 0,3% e caseina 2%) e,
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em seguida, incubadas por 6 horas a temperatura ambiente com o soro imune
policlonal de camundongo anti-anti-LbB2LJ (1:200) usando procedimentos padrao
(MAIA et al. 2011). A revelacéo foi feita por quimioluminescencia usando anticorpos
secundarios especificos acoplados a peroxidase e o Luminol como substrato (Kit
ECL Western blotting System; GE Healthcare Life Sciences, S&o Paulo, Brasil) e

exposicao a filmes de raio X, seguindo as instrugdes do fabricante.

3.9 IDENTIFICAGAO DA NTPDase 1 DE FRAGAO MITOCONDRIAL
ENRIQUECIDA DE L. (V.) braziliensis POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Outro gel ndo desnaturante foi realizado sob as mesmas condi¢cdes
experimentais descritas no item 3.8. Em cada pogo (n= 8) foram aplicados 100 ug de
fragdo mitocondrial enriquecida de promastigotas e apds a corrida eletroforética,
para remogao de detergentes, o gel foi lavado por 2 vezes durante 20 minutos em
tampao MOPS 50 mM, pH 7,4, suplementado com CaCl2 10 mM. Apés a lavagem,
um poco foi cortado e o gel foi incubado com ATP para identificagdo da banda ativa
de NTPDase 1 de L. (V.) braziliensis.

ApOs a revelagédo, a regido do gel correspondente ao centro da banda ativa
existente em cada um dos outros pogos corridos em paralelo no mesmo gel foi
cortada. Todos os recortes de banda foram reunidos (n= 7) e preparados para
analise espectrométrica. O poco que foi usado para a revelacdo de banda ativa com
o substrato ATP teve a banda cortada, a proteina eluida e submetida a SDS-PAGE
10%. O gel da eletroforese foi corado pela prata.

As bandas ativas provenientes de 700 pug de fracdo mitocondrial enriquecida
de promastigotas foram submetidas aos procedimentos padréo para a analise dos
polipeptideos por espectrometria de massas (WESTERMEIER E NAVEN, 2002).
Inicialmente, o “pool” de bandas foi desidratado com acetonitrila 100% por 3 vezes
de 10 minutos. Em seguida, a amostra foi submetida a redugao por incubagao por 30
minutos a 60°C em tampao bicarbonato de aménio 100 mM, pH 8,0, suplementado
com ditiotreitol (DTT) 10 mM, em quantidade suficiente para cobri-la. Em seguida,
esta solucao foi descartada e a amostra foi submetida a alquilagdo incubando-a em
tampéao bicarbonato de amdnio 100 mM, pH 8,0, contendo iodoacetamina 50 mM por
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30 minutos, no escuro e a temperatura ambiente. Apds a alquilagao, o sobrenadante
foi removido e a amostra foi lavada duas vezes com bicarbonato de aménio 100 mM,
pH 8,0, e em seguida em acetonitrila 100%. Em seguida, a amostra foi submetida a
desidratacdo sucessiva com trés lavagens de 10 minutos em acetonitrila 100%, a
qual foi removida por evaporagao em liofilizador.

A reidratacdo da amostra desidratada e a protedlise das proteinas foram
efetuadas usando tampao bicarbonato de aménio 50 mM, contendo 20 ng/ul de
tripsina (Sigma), sob resfriamento em gelo por 30 minutos. Em seguida, o excesso
deste tampao foi removido, e apds a adigdo de novo volume de tampéao bicarbonato
de aménio 50 mM (sem a enzima), a amostra foi incubada durante 12 horas a 37°C.

Apos digerido, os peptideos resultantes foram extraidos da amostra em
solugao de acido férmico 5% (1:1) e por incubagdo em banho ultra-som (Ultracleaner
800 Unique) por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e armazenado em outro
tubo. Em seguida, o gel foi suplementado com acetonitrila 50%/acido formico 5%
(1:1), incubado por mais 10 minutos em banho ultra-som e o sobrenadante foi
armazenado junto ao obtido anteriormente. Este procedimento foi repetido trés
vezes, e o0s sobrenadantes recolhidos foram concentrados em dessecador e
acondicionados a -20°C.

Os peptideos resultantes foram entdo ressuspendidos em 40 ul de acido
férmico 0,1 sendo 20 ul submetidos a cromatografia liquida de fase reversa acoplada
ao espectrometro de massa LCMS-IT-TOF/Schimatzu.

A analise dos espectros obtidos foi realizada utilizando o programa Mascot
(www.matrixscience.com). Nesta analise foi prevista a modificagdo de residuos de
cisteina em carbamidometil-cisteina devido a reducédo por DTT e alquilagdo com
iodoacetamida e, ainda, a presenca de residuos de serina, treonina ou tirosina

fosforilados.

3.10 CULTIVO E MANUTENGAO DE CELULAS VERO, E RECUPERAGAO DE
AMASTIGOTAS DE L. (V.) braziliensis

A linhagem de células Vero (fibroblastos derivados de rim de macaco verde

africano Cercopithecus aethips), foi cultivada em meio DMEM (Dulbecco’s Modified
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Eagle’s Medium; LGC Biotechnology) suplementado com 10% de SBF (soro fetal
bovino) e 1% dos antibidticos penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) em garrafas de cultura de 25 cm? (Figura I, A), a 37°C e 5% COz2. As
células foram lavadas com PBS estéril e, incubadas com tripsina a 37°C por 3
minutos para o descolamento (FIGURA |, B), a reacédo da tripsina foi interrompida
com a adicdo de meio DMEM suplementado com SBF. Em seguida, foram
centrifugadas por 10 minutos a 200 x g e ressuspendidas em 1 mL do meio. Para o
cultivo e repique, o volume de 100 uL de células foi adicionado a garrafas de 25 cm?
contendo 5 mL do meio DMEM suplementado com 10% de SBF.

Para a infecgédo das células Vero foram utilizadas 20 x 10® promastigotas de
L. (V.) braziliensis (na propor¢ao 10:1 de parasitos:células Vero) apds serem
centrifugadas por 15 minutos a 2500 rpm. As células infectadas foram mantidas em
estufa 33°C, com 5% de COz2 por 24 horas e, entdo, lavadas trés vezes com PBS
estéril para retirada de promastigotas nao fagocitadas. Novo meio DMEM
suplementado com 10% de SBF foi adicionado, e o cultivo foi mantido por mais 72 h.
As formas amastigotas do parasito foram recolhidas do sobrenadante e
centrifugadas a 2500 rpm por 15 minutos para lavagem (FIGURA I, C).

.A . c

FIGURA I- Cultivo de células Vero e infecgdo com L. (V.) braziliensis. As células Vero aderidas (A),
apos tripsinizagao (B) ou com amastigotas isoladas ou formando grumos no sobrenadante da cultura
(C) foram visualizadas em microscopio invertido (NIKON Eclipse TS100) e fotografadas. Aumento,
400x.
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3.11 IDENTIFICAGAO DA NTPDase 1 EM AMASTIGOTAS DE L. (V.) braziliensis
POR “WESTERN BLOTS”

Para a preparagdo de homogeneizado, as formas amastigotas de L. (V.)
braziliensis (10 parasitas/ml) foram submetidas a trés lavagens em tampao Tris-HCI
5mM, pH 7,4, a 4 °C, por centrifugagao a 2500 rpm por 15 minutos. Os parasitos
foram ressuspendidas em Tris-HCI 5 mM, pH 7,4, acrescido de 8% de sacarose,
leupeptina (0,5 pg/ml), pepstatina (0,07 pg/ml), inibidor de tripsina (50 pg/l) e fluoreto
de fenilmetilsulfonila (2 pg/ml). O rompimento da membrana e a liberacdo de
antigenos foram obtidos por trés ciclos de congelamento e descongelamento e um
ciclo de ultrasonicagcdo. A preparacao foi armazenada a -80°C até o uso. A
determinacao de proteinas foi realizada pelo método de Lowry (LOWRY et al. 1951).

Aliquotas (100 pg de proteina total) do homogeneizado de amastigotas foram
suplementadas com tampéo de amostra e submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida 10% com dodecil sulfato de sédio 0,1% (SDS-PAGE 10%). As
proteinas foram coradas com Comassie blue ou eletrotransferidas para membranas
de nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas (tampéo fosfato 0,15 M, pH 7,4,
Tween 20 0,3% e caseina 2%) e, em seguida, incubadas “overnight” a temperatura
ambiente com o soro imune policlonal de camundongo anti-LbB2LJ (1:200) usando
procedimentos padrdo (MAIA et al. 2011). A revelacdo foi feita por
quimioluminescencia usando anticorpos secundarios especificos acoplados a
peroxidase e o Luminol como substrato (Kit ECL Western blotting System; GE
Healthcare Life Sciences, S&o Paulo, Brasil), seguido de exposicéo a filmes de raio-
X, conforme as instrugbes do fabricante. Como controle positivo, aliquotas (100 g
de proteina total) de homogeneizado de promastigotas foram submetidas aos

mesmos procedimentos.
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3.12 IDENTIFICACGAO DA NTPDASE 1 EM FORMAS AMASTIGOTAS
INTRACELULARES OU LIVRES DE L. (V.) braziliensis

Para a obtencdo de macréfagos, apds 72 horas de estimulo com 2 mL de
meio tioglicolato (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) estéril a 3%, camundongos
BALB/c foram sacrificados e, em seguida, 5 mL de solugéo salina HANKS (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) gelada foram injetados no peritdnio dos animais, o qual
foi massageado por 5 minutos. A solugdo salina HANKS contendo as células
residentes do peritonio foi recolhida e centrifugada por 10 minutos a 1000 rpm em
centrifuga clinica (FANEM Mod. 204N). O precipitado foi ressuspendido em meio
RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), e uma aliquota foi retirada para
contagem em cadmera de Neubauer. Para a adesdo dos macrofagos (2 x 108
macrofagos/pogo), 300 uL de uma suspensdao de RPMI-1640 suplementado com
10% de SBF e 0,1% de antibidtico penicilina-estreptomicina foram adicionados em
placas com 24 pogos (Corning), nos quais continha uma laminula de vidro redonda
(13 mm de diametro, Vidrobras), e a placa foi incubada em estufa a 33° C, com 5%
de COg, por 16 h.

As células foram lavadas e infectadas com 300 uL de uma suspensao de 20 x
108 promastigotas/ mL em fase estacionaria em meio RPMI-1640 suplementado com
10% de SBF e 0,1% de antibidtico. A interacao foi realizada durante 4 horas em
estufa a 33°C, com 5% de CO2. Os pocgos foram lavados com PBS estéril cinco
vezes e o meio de cultura foi novamente adicionado, retornando assim a estufa a
33°C, com 5% COz2, por mais 72 h (ANTINARELLI, 2013).

As formas amastigotas intracelulares de L. (V.) braziliensis contidas nas
laminulas foram fixadas em parafolmaldeido 4% por 10 minutos, permeabilizadas
em tampao PBS mais Triton 0,2% por 2 minutos, e bloqueadas com SBF 4%. Apds o
bloqueio, foram incubadas com soro imune anti-LbB1LJ (1:200) ou anti-potDom B
(1:400) por 12 horas em camara umida. Como secundario, foi utilizado anticorpos
anti-lgG de camundongo conjugados ao Alexa Fluor 488 (Invitrogen) (1:1000) por 1
horas em estufa 36° C. Para a marcagao de nucleo e cinetoplasto foi utilizado DAPI
(4',6-Diamidino-2-fenilindol) por 30 minutos em estufa a 36°C, procedimento
realizado no escuro. A montagem das laminas foi feita utilizando anti-fading

(FLUORO-GEL w/ Anti Fading Agent — Electron Microscopy Sciences), agente que
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inibe a reducdo da intensidade de emissdo de fluorescéncia. As imagens da
estrutura e topologia foram capturadas em DIC (Contraste interferencial — Normaski).

Os mesmos procedimentos foram empregados para a identificacdo da
NTPDase 1 em amastigotas livres recuperadas de células VERO, utilizando os
anticorpos anti-LbB1LJ (1:200) e anti-LbB2LJ (1:200).

3.13 SINTESE DOS ACIDOS ALQUILAMINOALCANOTIOSSULFURICOS
(AAATS)

Os derivados AAATs (Figura Il) foram sintetizados de acordo com Penido et
al. (1990). Eles foram obtidos na forma de sdlidos cristalinos, soluveis em solventes
organicos, e gentilmente doados pelo Prof. Dr. Marcos Luiz de Oliveira Penido

(Departamento de Bioquimica e Imunologia, ICB/UFMG).
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COMPOSTO NOMENCLATURA ESTRUTURA
IBSS Acido 2-[(isobutil)amino]-1- )\/EHQ
octanotiossulfurico r\/\/\
3503
SIPA Acido 2-[(isopropil)amino]-1- N
octanotiossulfurico Y YW\
$803
SXIP Acido 2-[(isopropil)Jamino]-1- Ry
hexanotiossulfurico Y KV\
S503
NPSO Acido 2-[(n-propil)Jamino]-1- /\/Fuz
octanotiossulfurico KW\
Ss03
SSEC Acido 2-[(metilpropil)amino]-1- -
octanotiossulfurico /Y W\
SSO3
TBSO Acido 1-[(terc-butil)amino)-2-

+
NHz
etanotiossulftrico >( \
SSO3

FIGURA Il. Acidos alquilaminoalcanotiossulfuricos (AAATS).

3.14 EFEITOS DOS AAATs SOBRE A PROLIFERAGAO DE FORMAS
PROMASTIGOTAS DE L. (V.) braziliensis IN VITRO

Formas promastigotas de L. (V.) braziliensis (cepa MHOM/BR/1975/M2903)
em fase logaritmica de crescimento (3 x 108 células/ml) foram contadas em camera
de Neubauer, e usadas para triagem in vitro. Os parasitos foram mantidos em placas
de 96 pocgos de microtitulagdo em meio BHI, suplementado com L-glutamina, 10%
de soro fetal bovino e 10% de urina, e incubados com o AAAT por 72 h, em

concentragdes decrescentes do composto. Promastigotas crescidas em meio de
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cultura na auséncia do composto foram usadas como controle. Os experimentos
foram realizados trés vezes e em duplicatas. A atividade leishmanicida foi
determinada pelo método MTT (Mossman, 1983). A absorbancia foi medida a 570
nm (Multiskan EX- Thermo Electron Corporation, Vantaa, Finlandia). A Anfotericina B
foi usada como uma referéncia padrdo. Os dados estatisticos foram analisados pelo
programa Probit e foi considerado significativo quando P < 0,05. Estes experimentos
foram realizados com a colaboracdo da Profa. Dra. Elaine Soares Coimbra do

Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia do ICB/UFJF.

3.15 CITOTOXIDADE DOS COMPOSTOS AAATs EM MACROFAGOS
PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS BALB/c

Os macrofagos foram obtidos conforme descrito no item 3.12. Para a adeséao
dos macrdéfagos, uma aliquota de 100 pL de 2 x 108 macrofagos/mL em meio RPMI-
1640 contendo 10% de SBF foi adicionada a cada pogo (2x10° células por pogo) de
placas de 96 pogos (Corning), as quais foram mantidas a 37°C, com 5% de COg, por
16 h. Os pogos foram lavados com 100 uL de PBS estéril para a retirada dos
macrofagos nao aderidos. Apos a adigdo de meio RPMI-1640 com 10% SBF, os
compostos AAATs foram diluidos seriadamente, e a placa foi novamente incubada a
37°C, em estufa com 5% de COa.

Apos 72 horas de tratamento, foi adicionado 10 pyL de MTT 5 mg/mL
(MOSSMAM, 1983), e a viabilidade dos macrofagos foi conferida por meio de
microscopio optico invertido (NIKON Eclipse TS100), o que permitiu comparar a
morfologia dos macréfagos tratados ou nédo com os AAATs. Apds 2 h, a reacéo foi
interrompida pela adicao de 100 pL de solugao de isopropanol/HCI 0,4%, e a leitura
foi realizada a 570 nm utilizando um espectrofotbmetro de microplacas (Multiskan
EX-Thermo Electron Corporation, Vantaa, Finlandia). Como controles negativos,
foram usados o0s pogos nos quais foram adicionados somente o meio RPMI-1640
com 10% SBF. A concentragcdo de AAAT que reduziu 50% da viabilidade dos
macréfagos em comparagao com o controle sem tratamento (CCso) foi calculada
pelo programa estatistico Probit considerando a meédia de dois experimentos
independentes realizados em duplicata (ANTINARELLI, 2013).
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3.16 AVALIAGAO DA ACAO DOS COMPOSTOS AAATs EM AMASTIGOTAS
INTRACELULARES DE L. (V.) braziliensis

Para a obtengdo de amastigotas intracelulares, macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c, obtidos conforme descrito no item 3.12, foram infectados
com formas promastigotas de L. (V.) braziliensis, e usados para os testes com os
AAATSs.

A interagao dos parasitos com as células foi efetuada durante 4 horas a 33°C
em estufa, com 5% de CO2. Os pocos foram lavados com 300 pL de PBS estéril por
poco, por 5 vezes, e os compostos AAATs foram adicionados em concentragdes de
100 pM, 50 uM, 25 uyM, 10 uM e 5 uM permanecendo por 72 horas a 33°C, em
estufa com 5% de CO2. As células foram fixadas com etanol absoluto, e
desidratadas sequencialmente em solu¢des contendo acetona e/ou xilol (acetona
pura; 90% acetona/10% xilol; 50% acetona/50% xilol; 90% xilol/10% acetona; xilol
puro) e, em seguida, coradas pelo Giemsa (Doles, Goiania, Brasil). As laminas foram
montadas sob laminulas e analisadas ao microscoépio.

A carga parasitaria global foi avaliada pela contagem do numero de
amastigotas intracelulares e macrofagos infectados e nao-infectados (total de 200
células infectadas), calculando a porcentagem de reducdo de amastigotas por
macrofago, e comparando ao controle por meio de microscopia de luz (OPYMPUS
bx41), como descrito por Antinarelli (2013). A concentragdo necessaria para inibir
50% do crescimento dos parasitos (Clso) foi determinada pelo programa estatistico
Probit, no qual foi usada a média de dois experimentos diferentes. Como controles

positivos, foram usados os farmacos Anfotericina B e miltefosina.

3.17 MEDIDA DA ATIVIDADE FOSFOHIDROLITICA NA PRESENGA DOS AAATs
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A preparagao de promastigotas foi pré-incubada por 30 minutos a 37°C com
os derivados AAATs (SSEC, SXIP, SIPA, NPSO, IBSS ou TBSO) nas
concentragdes de 1 uM a 1000 uM em meio de reagao padrao contendo MOPS 50
mM, pH 7,4, 1 mM CaClz, 100 yM de ortovanadato de sodio e 0,1 mg proteina/ml. A
medida de atividade hidrolitica foi iniciada pela adicado de 3 mM do substrato ATP ou
ADP, incubada por 60 minutos a 37°C, e interrompida pela adicdo de 1 volume de
HCI 0,1 N. A quantidade de fosfato inorganico (Pi) liberado foi determinada
espectrofotometricamente de acordo com Taussky e Shorr (1953). Amostras
incubadas sem a adigdo de AAATSs e na presenga e auséncia de DMSO 2,5% (v/v),
o solvente usado para solubilizar os compostos, foram usadas como controle.

Sob as mesmas condi¢gdes experimentais, 0 homogeneizado de amastigotas
de L. (V.) braziliensis, obtido como descrito no item 3.11, foi incubado com o

derivado SIPA, e as atividades ATPasica e ADPasica foram determinadas.

3.18 AVALIAGAO DOS EFEITOS DO SIPA SOBRE AS FORMAS AMASTIGOTAS
LIVRES DE L. (V.) braziliensis

Formas amastigotas de L. (V.) braziliensis recuperadas da infecgdo de células
Vero foram mantidas em placas de 96 pocos de microtitulagdo em meio DMEM
suplementado 10% de SBF e 1% de antibidtico, e incubadas com a droga SIPA por
24 h, em concentracdes decrescentes do composto. Como controles foram usadas
formas amastigotas na auséncia do composto. A atividade leishmanicida foi
determinada pelo método MTT. A absorbéncia foi medida a 570 nm (Multiskan EX-
Thermo Electron Corporation, Vantaa, Finlandia). A Miltefosina foi usada como
controle. Os dados estatisticos foram analisados pelo programa Probit e foi
considerado significativo quando P < 0,05. Estes experimentos foram realizados com
a colaboracdo da Profa. Dra. Elaine Soares Coimbra do Departamento de
Parasitologia, Microbiologia e Imunologia do ICB/UFJF.
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3.19 AVALIAGAO DOS EFEITOS DO SIPA SOBRE O POTENCIAL DE
MEMBRANA MITOCONDRIAL (A¥m) DE FORMAS AMASTIGOTAS DE L. (V.)

braziliensis

Formas amastigotas recolhidas do sobrenandante de células Vero foram
centrifugadas por 15 minutos a 2500 rpm e ressuspendidas em meio DMEM
suplementado com 10% de SBF e 1% de antibidtico. As amastigotas (10 x 10°
células/ mL) foram colocadas em garrafas de 25 cm? na presencga de 30 uM de SIPA,
e como controle foi usado o farmaco Miltefosina na concentragcdo de 25 pM. As
garrafas permaceram a 33° C, na presenca de 5% de COz, por 24 horas. Apds este
tempo, o conteudo das garrafas foi centrifugado por 15 minutos a 2500 rpm,
ressuspendido em 2 mL de PBS estéril e centrifugado novamente, sendo entao
ressuspendido em 1 mL de solucdo de HANKS. O numero de células foi contado e
ajustado para 20 x 108 células/mL no volume de 1 mL de solugdo de HANKS. O
reagente JC-1 (Cayman Chemical Company) na concentragéo final de 10 yg/mL foi
adicionado e incubado por 20 minutos a 37°C ao abrigo da luz. Apds a incubagao, foi
realizada trés lavagens sob as mesmas condi¢des utilizando solugdo de HANKS,
ressuspendendo as amastigotas em 1 mL. Aliquotas de 200 uL foram transferidas
para placas negras de 96 pogos e a leitura foi realizada em fluorimetro (FLX 800
multiscan; Biotek) nos comprimentos de onda 485/540 (excitagdo) e 528/600
(emissao). A razao entre fluorescéncia vermelha/verde (528/600) multiplicada por
100 representa o potencial de membrana. A significancia dos dados por avaliada

pelo teste Mann Whitney, com *P < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 IDENTIFICAGAO DA ISOFORMA NTPDase 1 DE L. (V.) braziliensis POR
ENSAIOS DE IMUNOPRECIPITAGAO

Os anticorpos policlonais de camundongos anti-LbB1LJ ou anti-LbB2LJ
imobilizados em proteina A-Sepharose foram utilizados para a imunoprecipitacéo de
atividade fosfohidrolitica presente em preparacédo de promastigotas de L. (V.)
braziliensis (FIGURA 1). Os anticorpos anti-LbB1LJ depletaram aproximadamente
30% da atividade ATPasica e 40% da ADPasica, enquanto os anticorpos anti-
LbB2LJ depletaram 53% e 44% das atividades ATPasica e ADPasica,
respectivamente, quando comparado ao controle (FIGURA 1).

O “pellet” contendo o complexo resina-anticorpo—antigeno, obtido dos ensaios
de imunoprecipitagcéo, foi lavado e submetido a eletroforese e “Western blots”. Os
anticorpos anti-LbB1LJ e anti-LbB2LJ imobilizados na proteina A-Sepharose
imunoprecipitaram bandas de 48 e 43 kDa da preparagdo de promastigotas (Wb-I,
pocos C e D), as quais foram reconhecidas por anticorpos policlonais de coelho anti-
apirase de batata (FIGURA 2A). Estas mesmas bandas de 48 e 43 kDa foram
reconhecidas pelos anticorpos anti-LbB1LJ (Wb, pog¢o A) ou anti-LbB2LJ (Wb, pogo
B) quando a preparagdo de promastigotas de L. (V.) braziliensis foi usada em
“‘Western blots” (FIGURA 2A), corroborando os dados obtidos dos ensaios de
imunoprecitagdo. Soros controle diluidos 1:200 obtidos de camundongos normais
nao foram reativos com esta preparagéao (dados nao mostrados).

As sequéncias primarias dos peptideos sintéticos LbB1LJ e LbB2LJ, as quais
compdem o dominio conservado B da NTPDase 1 de L. (V.) braziliensis, foram
alinhadas com as respectivas contrapartes de isoformas NTPDase 1 de diferentes
espécies de Leishmania. Como evidenciado na Figura 2B, existe >80% de
identidade entre elas, confirmando o elevado nivel de conservagao do dominio B
(FIGURA 2B). Em contraste, o alinhamento com as respectivas contrapartes da
isoforma GDPase, outro membro da familia das NTPDases também presente em L.
(V.) braziliensis, resultou em baixo nivel de identidade (FIGURA 2B; <20%).
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FIGURA 1. Deplegdo da atividade fosfohidrolitica de preparagdao de promastigotas de L. (V.)
braziliensis. A preparagao de promastigotas foi homogeneizada em detergente C12E9 e incubada
com anticorpos policlonais de camundongos imobilizados em Proteina A-Sepharose, os quais foram
produzidos contra os peptideos LbB1LJ e LbB2LJ. Apds centrifugacao, as atividades ATPasica (ATP)
e ADPasica (ADP) foram medidas no sobrenadante. O resultado é a média + DP de dois
experimentos diferentes, cada um deles feito em ftriplicata. Dentro da caixa esta a porcentagem da
imunodeplecdo comparada ao soro controle.



44

A Wb  Wb-|

>
vy}

C D

o

75=

B
(A) LbB1LJ (r82-103) (B) LbB2LJ (rl02-121)

L. braziliensis ATPDase 1  ®315:85 G SR ob I i-py-Gunle) ol eV 102

L. infantum ATPDase * 1

L. major ATPDase*

L. mexicana NDPase*

L. donovani ATPDase*

L. braziliensis GDPase*

S. tuberosum apirase

FIGURA 2. (A) Reatividade da NTPDase 1 de promastigotas de L. (V.) braziliensis com anticorpos
policlonais anti-peptideos. Uma aliquota (100 ug de proteinas) de preparagédo de promastigotas de L.
(V.) braziliensis (Wb, A e B) foi submetida a SDS-PAGE 10%, eletrotranferida para membrana de
nitrocelulose, e os “Western blots” foram desenvolvidos com soro policlonal de camundongo (1:200)
contra LbB1LJ (A) ou LbB2LJ (B). Em Whb-I, o complexo imunoprecipitado proteina A-anticorpo-
antigeno isolado da preparagao de promastigotas por anticorpo policlonal anti-LbB1LJ (C) ou anti-
LbB2LJ (D) foi submetido a eletroforese sob as mesmas condi¢oes, € as bandas de 48 e 43 kDa
imunoprecipitadas foram identificadas por meio do soro policlonal de coelho anti-apirase de batata
(dil. 1:1000). As membranas foram reveladas por quimioluminescéncia. Em (B), alinhamento da
sequéncia primaria do peptideo sintético LbB1LJ (A) ou LbB2LJ (B) com a sua contraparte em
NTPDases 1 de Leishmania spp.*, GDPase de L. braziliensis e peptideos sintéticos potB1LJ e
potB2LJ derivados da apirase de batata. Os residuos de aminoacidos idénticos aos peptideos
LbB1LJ e LbB2LJ s&o mostrados na coluna cinza. Os numeros de acesso ao GenBank sao:
ATPDase 1 de L. braziliensis, *XP_001562178; ATPDase de L. infantum, CAM66723.1; NDPase de
L. major, CAJ03227.1; NDPase L. mexicana, CBZ25018.1; ATPDase de L. donovani, CBZ32820.1;
GDPase de L. braziliensis, XP_001562788; apirase de batata S. tuberosum, P80595.
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4.2 IMUNOLOCALIZAGAO DA NTPDase 1 DE PROMASTIGOTAS DE L. (V.)
braziliensis POR MICROSCOPIA ELETRONICA UTILIZANDO OS ANTICORPOS
ANTI-LbB1LJ E ANTI-LbB2LJ

A localizagdo da NTPDase 1 foi obtida por técnica de imunocitoquimica
ultraestrutural utilizando anticorpos policlonais de camundongo anti-LbB1LJ ou anti-
LbB2LJ (diluigdo 1:100) e um anticorpo secundario conjugado a ouro coloidal. Como
mostrado na Figura 3, os anticorpos anti-LbB1LJ (A-D) e anti-LbB2LJ (E-F)
identificaram a NTPDase 1 na superficie da membrana plasmatica, na vesicula
citoplasmatica, na bolsa flagelar (FP), no flagelo (F), mitocondria (M), cinetoplasto
(K) e nucleo (N).

Nenhuma reatividade foi observada quando formas promastigotas foram
incubadas com o soro de camundongo controle ou apenas com o anticorpo

secundario (dados nao mostrados).

4.3 EFEITOS DOS ANTICORPOS POLICLONAIS DE CAMUNDONGO ANTI-
LbB1LJ E ANTI-LbB2LJ SOBRE A ATIVIDADE DA NTPDase 1 DE
PREPARAGAO DE PROMASTIGOTAS DE L. (V.) braziliensis

Os efeitos dos anticorpos policlonais anti-LbB1LJ ou anti-LbB2LJ produzidos
em camundongos foram testados sobre a atividade fosfohidrolitica da NTPDase 1
usando a preparagdo de promastigotas de L. (V.) braziliensis homogeneizada em
detergente (FIGURA 4). Nas condi¢cdes experimentais empregadas, os anticorpos
policlonais anti-LbB1LJ inibiram significativamente (P < 0,01) a atividade ATPasica
(79%) ou ADPasica (43%) da preparagao de promastigotas quando comparada ao
controle (FIGURA 4). Os anticorpos policlonais anti-LbB2LJ também inibiram
significativamente (P < 0,05) a atividade ATPasica (47%) e, em menor extensdo a
atividade ADPasica (18%) (FIGURA 4).



46

esum

FIGURA 3. Microscopia eletrdnica mostrando a localizagdao da NTPDase 1 em promastigotas de L.
(V.) braziliensis usando soro anti-LbB1LJ (A-D) ou anti-LbB2LJ (E-F) e anticorpo secundario
conjugado ao ouro coloidal. Os imunocomplexos estavam distribuidos (A-D) na superficie da
membrana plasmatica (seta), nucleo (seta), mitocondria e cinetoplasto (cabeca de seta). (B) bolsa
flagelar e flagelo (seta branca); (C) nucleo em divisdo (seta). Usando anticorpos anti-LbB2LJ, a
NTPDase 1 foi identificada por visualizagdo dos imunocomplexos (E, F) na mitocéndria e cinetoplasto
(cabeca de seta); bolsa flagelar e flagelo (seta branca), vesiculas citoplasmaticas (seta) e nucleo
(seta). FL, flagelo; FP, bolsa flagelar; K, cinetoplasto; N, nucleo.
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FIGURA 4. Inibicdo da atividade NTPDasica 1 de promastigotas de L. (V.) braziliensis por anticorpos
anti-LbB1LJ e anti-LbB2LJ. A hidrélise de ATP ou ADP foi medida na preparagéo de promastigotas de
L. (V.) braziliensis pré-incubada com soro diluido 1:200 de camundongo normal (C) ou soro imune
produzido contra o peptideo LbB1LJ ou LbB2LJ. O resultado € a média + DP de trés experimentos
diferentes, cada um deles feito em ftriplicata. Dentro da caixa, estd a porcentagem da inibigdo
comparada ao soro controle. A significancia estatistica foi determinada usando Test t student. P <
0,05* ou < 0,01**.

4.4 ATIVIDADE LEISHMANICIDA DE ANTICORPOS ANTI-LbB1LJ E ANTI-
LbB2LJ

Os efeitos dos anticorpos policlonais de camundongos anti-peptideos foram
testados sobre a proliferacdo de promastigotas de L. (V.) braziliensis (FIGURA 5). O
crescimento das promastigotas foi significativamente inibido na presenga dos
anticorpos anti-LbB1LJ (67%; P < 0,01) ou anti- LbB2LJ (33%; P < 0,05) quando
comparado ao soro controle de camundongo, o qual representa 100% de
crescimento celular (FIGURA 5; C3). As promastigotas crescidas em meio de cultura
(C1) ou suplementado com o soro de coelho saudavel (C2) ou soro controle de
camundongo (C3) foram similares entre si (FIGURA 5).
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FIGURA 5. Atividade leishmanicida dos anticorpos anti-LbB1LJ ou anti-LbB2LJ. As promastigotas de
L. (V.) braziliensis foram mantidas em placas com 96 pogos a 24°C e incubadas com soro policlonal
anti-LbB1LJ ou anti-LbB2LJ diluido 1:100 por 24 h. Como controle, foram usadas promastigotas
crescidas no meio de cultura sem adigbes (C1), ou suplementado com o soro de coelho saudavel
(C2; 1:100) ou soro de camundongo normal (C3; 1:100). A atividade leishmanicida foi determinada
pelo método colorimétrico MTT. Os resultados foram expressos como média da densidade optica +
DP de trés experimentos diferentes, cada um deles realizado em ftriplicata. A significancia estatistica
da diferenca entre soro controle de camundongo (C3, 100% de crescimento celular) e soro imune foi
determinada usando Test ¢ student. P < 0,05* ou < 0,01**.

4.5 IMUNOLOCALIZAGAO DA NTPDase 1 DE PROMASTIGOTAS DE L. (V)
braziliensis POR MICROSCOPIA ELETRONICA UTILIZANDO ANTICORPOS
ANTI-potB1LJ

A localizaggo da NTPDase 1 foi também obtida por técnica de
imunocitoquimica ultraestrutural utilizando anticorpos policlonais de camundongo
produzidos contra potB1LJ (FIGURA 2B) diluidos 1:100 e, similar aos anticorpos
anti-LbB1LJ e anti-LbB2LJ, a NTPDase 1 foi identificada na superficie, vesicula
citoplasmatica, na bolsa flagelar (B), cinetoplasto (C) e nucleo (N) de promastigotas
de L. (V.) braziliensis.
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FIGURA 6. Microscopia eletrdnica mostrando a localizagdo da NTPDase 1 em promastigotas de L.
(V.) braziliensis usando soro imune anti-potB1LJ e anticorpo secundario conjugado ao ouro coloidal.
A- Os imunocomplexos estavam distribuidos na superficie, nucleo, mitocondria e cinetoplasto,
vesicula citoplasmatica e bolsa flagelar; aumento de 40000x; B— destaque para marcagdo no nucleo e
cinetoplasto, aumento 60000x; C- destaque para mitocéndria (cabeca de seta) e bolsa flagelar (seta);
aumento 60000x; D- destaque para marcagao no nucleo (seta), aumento 60000x. F, flagelo; B, bolsa
flagelar; C, cinetoplasto; N, nucleo.
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4.6 EFEITOS DOS ANTICORPOS POLICLONAIS DE CAMUNDONGO ANTI-
potB1LJ E ANTI-potB2LJ SOBRE A ATIVIDADE DA NTPDase 1 DE
PREPARAGAO DE PROMASTIGOTAS DE L. (V.) braziliensis

Os efeitos de anticorpos policlonais de camundongos produzidos contra
potB1LJ e potB2LJ (FIGURA 2B) foram também testados sobre a atividade
fosfohidrolitica da NTPDase 1 de L. (V.) braziliensis, sob as mesmas condi¢des
experimentais do item 4.3. Os anticorpos potB1LJ inibiram 60% e 63% das
atividades ATPasica e ADPasica, respectivamente, quando comparado ao controle,
enquanto os anticorpos anti-potB2LJ inibiram 60% da atividade ATPasica, e em
menor extensao (29%) a atividade ADPasica (FIGURA 7).
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FIGURA 7. Inibicdo da atividade NTPDasica 1 de promastigotas de L. (V.) braziliensis por anticorpos
anti-potB1LJ e anti-potB2LJ. A hidrdlise de ATP ou ADP foi medida na preparacao de promastigotas
de L. (V.) braziliensis pré-incubada com soro diluido 1:200 de camundongo normal (C) ou soro imune
produzido contra o peptideo potB1LJ. O resultado é a média + DP de trés experimentos diferentes,
cada um deles feito em ftriplicata. Dentro da caixa, esta a porcentagem da inibicdo comparada ao soro
controle. A significancia estatistica foi determinada usando Test t student. P < 0,05 ou < 0,01**.
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4.7 ATIVIDADE LEISHMANICIDA DE ANTICORPOS ANTI-potB1LJ E ANTI-
potB2LJ

Os efeitos de anticorpos policlonais de camundongos produzidos contra
potB1LJ e potB2LJ foram testados sobre a proliferacdo de promastigotas de L. (V.)
braziliensis (FIGURA 8). O crescimento dos promastigotas foi significativamente
inibido na presencga dos anticorpos anti-potB1LJ (73%; P < 0,01) ou potB2LJ (40%; P
< 0,05) quando comparado ao soro controle de camundongo, o qual representa
100% de crescimento celular (FIGURA 8; C3). As promastigotas crescidas em meio
de cultura (C1) ou suplementado com o soro de coelho saudavel (C2) ou soro
controle de camundongo (C3) foram similares entre si (FIGURA 8).
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FIGURA 8. Atividade leishmanicida dos anticorpos anti-potB1LJ ou anti-potB2LJ. As promastigotas de
L. (V.) braziliensis foram mantidas em placas com 96 pogos a 24°C e incubadas com soro policlonal
anti-potB1LJ ou anti-potB2LJ diluido 1:100 por 24 h. Como controle, foram usadas promastigotas
crescidas no meio de cultura sem adigdes (C1), ou suplementado com o soro de coelho saudavel
(C2; 1:100) ou soro de camundongo normal (C3; 1:100). A atividade leishmanicida foi determinada
pelo método colorimétrico MTT. Os resultados foram expressos como média da densidade 6ptica +
DP de trés experimentos diferentes, cada um deles realizado em ftriplicata. A significancia estatistica
da diferenga entre soro controle de camundongo (C3, 100% de crescimento celular) e soro imune foi
determinada usando Test t student. P < 0,05* ou < 0,01**.
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4.8 OBTENGAO DE FRAGAO MITOCONDRIAL DE PROMASTIGOTAS DE L. (V.)
braziliensis E IDENTIFICAGAO DE NTPDase 1 POR ESPECTROMETRIA DE
MASSAS

Aliquotas (100 ug) de homogeneizado total (H), fragdo soluvel (S) ou fragao
mitocondrial enriquecida (P) de promastigotas de L. (V.) braziliensis foram
submetidas a SDS-PAGE 10% e coradas por Coomassie blue (FIGURA 9).
Diferentes perfis foram identificados entre as amostras, com ampla distribuicdo de
polipeptideos em H, e visivel enriquecimento de bandas de 20 a >76 kDa em S ou P
(FIGURA 9, painel CB). Numerosos polipeptideos foram coincidentes nas amostras
S e P. Porém, a presenca de diferentes bandas majoritarias entre estas amostras
indicou a eficiéncia do procedimento previamente descrito por Hide e Cols (2008).

Embora o procedimento envolva a solubilizagdo em digitonina, aparentemente
este detergente ndo altera a atividade enzimatica da NTPDase 1 de L. (V.)
braziliensis, desde que foi possivel evidencia-la quando medida em meio de reagéo
suplementado com ortovanadato de sodio 100 yM e DCCD 100 uM, descartando a
contribuicdo de atividades cataliticas contaminantes provenientes de ATPases de
transporte, incluindo a ATPase mitocondrial. Como mostrado na Figura 10, as
atividades ATPasica (12,06 + 5,29 nmol Pi x mg! x min"') e ADP4asica (13,26 + 6,19
nmol Pi x mg™" x min"') da preparagdo de homogeneizado total de promastigotas (H)
foram mantidas e, também, as atividades ATPasica (19,28 * 5,2 nmol Pi x mg™ x
min'; P < 0,01) e ADPasica (16,99 + 8,15 nmol Pi x mg' x min') da fragédo
mitocondrial (P), medidas sob as mesmas condigbes experimentais. Estas atividades
estavam elevadas quando comparadas ao homogeneizado total (H), sugerindo um
enriquecimento da atividade NTPDasica 1 (FIGURA 10).

Aliguotas de homogeneizado total (HT; 100 ug de proteina total/pogo) ou de
fragdo mitocondrial enriquecida (P; 100 ug de proteina total/pogo), previamente
solubilizadas em Triton X-100 0,2% e deoxicolato de sodio 0,2%, foram aplicadas
em gel ndo desnaturante, e o ATP foi usado para a revelacdo de banda ativa
(FIGURA 9, painel NDG). As proteinas contidas em recortes da banda ativa foram
eletroeluidas, dessalinizadas, aplicadas em SDS-PAGE 10% e, em seguida, coradas

por prata ou eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose.



53

76

- 52

35
52

38

3= 24

24w
17

FIGURA 9. Identificacdo da NTPDase 1 de promastigotas de L. (V.) braziliensis em fragao
mitocondrial enriquecida. (A) Aliquotas (100 ug de proteina total) de homogeneizado total (H), e as
fragbes soluvel (S) e mitocondrial (P) obtidas de promastigotas foram submetidas a eletroforese
(SDS-PAGE 10%), e as proteinas foram coradas por Coomassie blue (Painel CB). (B) Aliquotas (100
Mg de proteina total) de homogeneizado total (H) e fragdo mitocondrial enriquecida (P) foram
submetidas a eletroforese em gel ndo desnaturante. O gel foi lavado em tamp&do MOPS 50 mM, pH
7,4, e o poco foi cortado e imerso em tampéo fresco contendo CaClz 10 mM, ortovanadato de sédio
100 uM e 5 mM do substrato ATP. Apds 2 h de incubacgéo a 37° C, depdsitos brancos de fosfato de
célcio apareceram como um resultado da hidrélise do nucleotideo catalisada pela enzima presente
em H ou P, e o gel foi fotografado contra um fundo escuro (painel NDG). A regido correspondente a
banda ativa foi cortada de pogos paralelos corridos no mesmo gel nao-desnaturante, e as proteinas
de H ou P foram eluidas e separadas por SDS-PAGE 10%, seguido de coloragéo pela prata ou
eletrotransferéncia para membrana de nitrocelulose (painel SS). Os “Western blots” foram
desenvolvidos com o soro imune anti-LbB2LJ diluido 1:200 (WB; pogos H e P). A membrana foi
revelada por quimioluminescéncia.
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FIGURA 10. Atividade ATPasica (ATP) e ADPasica (ADP) de homogeneizado total (H) ou fragédo
mitocondrial enriquecida (P) de promastigotas de L. (V.) braziliensis. A atividade enzimatica foi
medida em aliquota (0,01 mg/ml) de H ou P usando o meio de reagédo padrdo contendo MOPS pH
7,4, 1 mM de CaCl. e 3 mM de ATP ou ADP, suplementado com 100 uM de ortovanadato e 100 uM
de DCCD. A atividade ATPasica ou ADPasica esta expressa em nmol Pi x mg' x min-'. Os resultados
estdo representados pela média + desvio padrdao de 4 experimentos diferentes, cada um deles feito
em friplicata. A significancia estatistica da diferenca entre H e P foi determinada usando Test ¢
student. P < 0,01**.

A coloragdo pela prata permitiu a identificacdo de um polipeptideo de
aproximadamente 48 kDa em homogeneizado total (H), e outros de maior PM,
possiveis agregados deste mesmo polipeptideo ou proteinas contaminantes
(FIGURA 9; painel SS, pogo H). Na amostra de fragdo mitocondrial enriquecida,
apenas um polipeptideo de aproximadamente 48 kDa foi visualizado (FIGURA 9,
painel SS, poco P).

Adicionalmente, o polipeptideo de 48 kDa isolado de homogeneizado total (H)
ou fragdo mitocondrial (P) por gel ndo desnaturante foi reconhecido pelo soro imune
anti-LbB2LJ, confirmando a identidade da NTPDase 1 de L. (V.) braziliensis
(FIGURA 9, painel WB). Apés isolamento da banda ativa usando o fracionamento
em gel ndo desnaturante, nao foi possivel a localizagado do polipeptideo de 43 kDa,

previamente identificado pelos soros imunes anti-LbB1LJ e anti-LbB2LJ como



55

NTPDase 1 (FIGURA 2), sugerindo que ele é resultante de uma protedlise
inespecifica ou resultado de uma modificagdo pds-traducao e, possivelmente, de
menor ou nenhuma atividade enzimatica.

Em funcdo dos resultados obtidos, aliquotas de fracdo mitocondrial
enriquecida foram aplicadas em novo gel ndo desnaturante (100 pg/pogo; 700 pg de
proteina total) como aquele mostrado na Figura 9. Apds a revelagao de banda ativa
com o substrato ATP, sua porcédo central foi cortada do gel e submetida aos
procedimentos padrao para analise espectrométrica, conforme descrito em Material
e Métodos, usando LCMS-IT-TOF/Schimatzu. A pureza da banda de 48 kDa foi
confirmada por SDS-PAGE 10% e coloracéo pela prata (FIGURA 11; A). A analise
espectrométrica permitiu a identificacdo de 3 peptideos coincidentes com a
NTPDase 1 anotada no NCBI (FIGURA 11; B; gi|134060473), correspondente a uma
cobertura de 16% da sequéncia primaria desta proteina (FIGURA 11; C).

SS
Peptideo Sequéncia de peptideo triptico coincidente
M P (posigdo do residuo com a NTPDase 1 de L. braziliensis F Mm/z Mr (expt) Mr (calc) Delta M
76 de aminodcido) (NCBI gi|134060473)
1-9 -.MRPYSSVRR.M 1 384.5758 1150.7056 1150.6029 0.1027
52 74-84 R.SSTGVILLRER.F 1 464.2906 1389.8500 1389.6418 0.2082 S2;T3
343 -354 R.SEGFPVYVSSYK.E 0 508.3121 1521.9145 1521.5830 0.3315 S1,Y11
38= .
3-f) C
1 MRPYSSVRRM TQQSNRLRVI GVLVLSAFVL FGFVIYSESP WFSPCNSPYS

24=0 51 NVYDIVIDAG STGSRVHVFQ YERSSTGVIL LRERFKRIEP GLSSFATDQE
101 GAKQSLAGLL RFAEKAVPRS YQRCTSVTLK ATAGLRLLPE ADQQVLLDAA

151 QQTLKAFPFQ SRGASIVSGA QEGVYGWLTV NYLLNRLDKE GATVATIDMG

201 GASTQVVFET KFTSGEWLPF NYAHQLRTPK RTIAMYQHSY LGLGLNEAKK

251 TLMTLFAKVN GTSPFSCFPR RHTEHLNGVE LRNGDSTDFD VCVNLFREHV

301 ITKPICRFDA CGARGVPQPP LPSKQHPIYA FSYFYDRLYH FRSEGFPVYV

. ‘ 351 SSYKELGREV CQRESADHTT TPKETTCMEL AYLYSFLTHG LGLSDDRTLE

FIGURA 11. Identificagdo da NTPDase 1 de L. (V.) braziliensis por espectrometria de massas. A
proteina de 48 kDa, de alto grau de pureza como mostrado por coloragdo pela prata (A) foi
identificada como NTPDase 1 (NCBI, gi|134060473) por meio de trés peptideos coincidentes (B),
correspondentes a uma cobertura de 16% da sequéncia primaria desta proteina (C). F, falha na
tripsinizagdo; M/Z, massal/carga observada; Mr (expt), massa experimental; Mr (calc), massa
calculada; Delta, diferenga entre Mr (expt) e Mr (calc); M, possiveis modificagdes no peptideo (S, T ou
Y, fosforilagdo de serina, treonina ou tirosina).
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4.9 IDENTIFICAGAO DA NTPDase 1 EM FORMA AMASTIGOTA INTRACELULAR
DE L. (V.) braziliensis POR IMUNOCITOQUIMICA E MICROSCOPIA CONFOCAL
DE VARREDURA

A detecgdo da NTPDase 1 de formas amastigotas de L. (V.) braziliensis foi
feita por imunocitoquimica usando macrofagos infectados com o parasito e
anticorpos policlonais anti-LbB1LJ (diluicdo 1:200) ou anti-r-potDominio B (diluicdo
1:400), seguido de analises por microscopia de varredura confocal a laser.

Como mostrado na Figura 12, a reatividade de anticorpos anti-LbB1LJ (A-D)
ou anti-r-potDominio B (E-H) permitiu a identificacdo da NTPDase 1, revelada por
anticorpos secundarios anti-lgG de camundongo conjugados ao Alexa Fluor 488,
como evidenciado pelos sinais puntiformes verdes nas amastigotas (D, 400X, seta;
H, 400X e “zoom”, seta), também mostrados em DIC (C, 400X, seta; G, 400X e
“zoom”, seta). O nucleo do macréfago (n), bem como o nucleo e o cinetoplasto de
amastigotas (seta, a) sdo mostrados pela marcagdo com DAPI (B, 400X; F, 400X e
“zoom”) e, também em DIC, onde o aspecto geral dos macréfagos infectados é
visualizado (FIGURA 13; A, 400X; E, 400X e “zoom”).

Nenhum sinal foi detectado quando somente os anticorpos secundarios ou o

soro normal de camundongo foram usados (dados ndo mostrados).
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FIGURA 12.
Identificagéo da
NTPDase 1 em forma
amastigota

intracelular de L. (V.)
braziliensis.

Macréfagos

infectados com
amastigotas foram
fixados em

paraformaldeido 4% e
permeabilizadas em
tampao PBS e Triton
0,1% e, em seguida,
incubados com soro
imune anti-LbB1LJ (A-
D; 1:200) ou anti- anti-
r-potDominio B (E-H;
1:400) e, como
secundarios,

anticorpos anti-IgG de
camundongo

conjugados ao Alexa
Fluor 488 (1:1000). A
analise foi feita por
microscopia confocal
de varredura usando
para excitagao o laser
de diodo (405 nm)
para DAPI (azul; A, B,
E, F) e laser de
argobnio (488 nm) para
Alexa Fluor 488
(verde; C, D, G, H).
Os sinais puntiformes
verdes de reatividade
(C, D, G, H; setas)
foram detectados nas
amastigotas. As
imagens foram
também obtidas em
DIC (A, C, E, G). A-D,
400X; E-H, 400X com
“zoom”. n, nucleo; a,
amastigotas.
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4.10 IDENTIFICAGAO DA NTPDase 1 DE FORMA AMASTIGOTA OBTIDA DE
CELULAS VERO INFECTADAS COM L. (V.) braziliensis UTILIZANDO
“WESTERN BLOTS”

Aliqguotas (100 pg) de homogeneizado total de formas amastigotas
recuperadas de cultura de células Vero infectadas (pogo A) ou de promastigotas
obtidas de cultura (pogos P) foram submetidas a SDS-PAGE 10% e as proteinas
foram coradas por Coomassie blue. Polipeptideos distintos ou compartilhados entre
as formas amastigotas (A) e promastigotas (P) foram evidenciados (FIGURA 13;
painel CB).

“‘Western blots” desenvolvidos com o soro policlonal de camundongo anti-
LbB2LJ permitiu a identificagdo da NTPDase 1 em formas amastigotas de L. (V.)
braziliensis (A), com massa molecular de aproximadamente 48 kDa, idéntica aquela
encontrada em promastigotas (P), confirmando a presenca da proteina nesta fase do
ciclo biolégico do parasito (FIGURA 13; painel WB). Soros controle obtidos de
camundongos normais nao foram reativos com esta preparagdo (dados né&o

mostrados).
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FIGURA 13. Identificacdo da NTPDase 1 de amastigotas de L. (V.) braziliensis. Aliquotas (100 pg de
proteina total) de homogeneizado total de amastigotas obtidas de cultura de células Vero infectadas
(A) ou promastigotas (P) foram submetidas a eletroforese (SDS-PAGE 10%), e as proteinas foram
coradas por Coomassie blue (Painel CB) ou eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose
(painel WB). Os “Western blots” foram desenvolvidos com o soro imune anti-LbB2LJ diluido 1:200
(WB; pogos A e P). A membrana foi revelada por quimioluminescéncia. MW, padrdo de peso
molecular pré-corado.
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4.11 IDENTIFICAGAO DA NTPDase 1 EM FORMA AMASTIGOTA OBTIDA DE
CELULAS VERO INFECTADAS COM L. (V.) braziliensis UTILIZANDO
IMUNOCITOQUIMICA E MICROSCOPIA CONFOCAL DE VARREDURA

Por imunocitoquimica e microscopia confocal de varredura a laser, a
NTPDase 1 foi também localizada em formas amastigotas recuperadas de células
Vero infectadas com L. (V.) braziliensis.

A reatividade dos anticorpos anti-LbB1LJ (FIGURA 14) ou anti-LbB2LJ
(FIGURA 15) permitiu identificar a NTPDase 1, revelada por anticorpos secundarios
anti-lgG de camundongo conjugados ao Alexa Fluor 488, como evidenciado pelos
sinais puntiformes verdes presentes nas amastigotas livres (FIGURA 14, D; FIGURA
15, D e H), também mostrados em DIC (FIGURA 14, C; FIGURA 15, C e G). O
nucleo e o cinetoplasto das amastigotas sdo evidenciados pela marcagao com DAPI
(FIGURA 14, B; FIGURA 15, B e F), como também visualizados nas imagens obtidas
em DIC (FIGURA 14, A; FIGURA 15; Ae E).
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FIGURA 14. |dentificacdo da NTPDase 1 em amastigotas de L. (V.) braziliensis por imunocitoquimica
utilizando soro imune anti-LbB1LJ. Formas amastigotas foram obtidas de cultura de células Vero
infectadas com L. (V.) braziliensis, fixadas em paraformaldeido 4% e permeabilizadas em tampao
PBS e Triton 0,1% e, em seguida, incubadas com soro imune anti-LbB1LJ (A-D; 1:200) e, como
secundarios, anticorpos anti-lgG de camundongo conjugados ao Alexa Fluor 488 (1:1000). A analise
foi feita por microscopia confocal de varredura usando para excitagao o laser de diodo (405 nm) para
DAPI (azul; A, B) e laser de argbnio (488 nm) para Alexa Fluor 488 (verde; C, D). As imagens obtidas
em DIC (A, C) mostram o aspecto geral das amastigotas. Os sinais puntiformes verdes de reatividade
(C, D; setas) sao evidenciados nas amastigotas. A-D, 660X e “zoom”; n, nucleo; a, amastigotas.
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FIGURA 15.
Identificacéo da
NTPDase 1 em
amastigotas de L. (V.)
braziliensis por
imunocitoquimica
utilizando soro imune
anti-LbB2LJ (1:200).
Formas amastigotas
foram obtidas de
cultura de células Vero
infectadas com L. (V.)
braziliensis, fixadas em
paraformaldeido 4% e
permeabilizadas em
tampao PBS e Triton
0,1% e, em seguida,
incubadas com soro
imune anti-LbB2LJ (A-
H; 1:200) e, como
secundarios, anticorpos
anti-IgG de
camundongo
conjugados ao Alexa
Fluor 488 (1:1000). A
analise foi feita por
microscopia  confocal
de varredura usando
para excitacdo o laser
de diodo (405 nm) para
DAPI (azul; A, B, E, F)
e laser de argdbnio (488
nm) para Alexa Fluor
488 (verde; C, D, G, H).
Os sinais puntiformes
verdes de reatividade
(C, D, G, H; setas) sédo
evidenciados nas
amastigotas. As
imagens obtidas em
DIC (A, C, E, Q)
mostram o aspecto
geral das amastigotas.
A-D, 400X; E-H, 660X
e “zoom”; n, nucleo; a,
amastigotas.
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4.12 AVALIAGAO in vitro DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA DE DERIVADOS DOS
ACIDOS ALQUILAMINOALCANOTIOSSULFURICOS (AAATSs)

Culturas de macrofagos foram incubadas com os derivados AAATs e, como
mostrado na Tabela 1, SIPA, SSEC, IBSS, NPSO, SXIP e TBSO tiveram baixa
citotoxicidade com valores de CCso > 100 uM.

Os derivados AAATs foram entdo testados in vitro contra as formas
promastigotas de L. (V.) braziliensis. Os compostos SIPA (ICso 25 uM), SSEC (ICso
34 uM) e NPSO (ICso 55 yM) tiveram significativa atividade leishmanicida contra
promastigotas em cultura, enquanto o IBSS, SXIP e TBSO foram menos efetivos,
com valores de [Cs0 >80 uM (TABELA 1).

Contra amastigotas intracelulares, os mais efetivos foram os compostos SIPA
(ICs0 25 uM), SSEC (ICs0 29 uM), e IBSS (ICs0 35 pM), enquanto NPSO, SXIP e
TBSO foram menos efetivos, com valores de ICso >80 uM (TABELA 1).

O DMSO foi também testado como o controle no mesmo volume usado para
solubilizar os AAATs, e quando comparado a proliferacdo de promastigotas ou
amastigotas in vitro, nenhuma alteragéo foi observada (dados ndo mostrados).

Os compostos anfotericina B e miltefosina, os quais sao efetivos
leishmanicidas, foram usados como controles deste experimento (TABELA 1).

Uma infecgdo tipica de macréfagos em cultura por amastigotas de L. (V.)
braziliensis € ilustrada na Figura 16A, com a evidéncia de um vacuolo
multiparasitado. O efeito de derivados AAATs sobre as amastigotas intracelulares é
também mostrado, com destaque para o SIPA (B, 25 pM), SSEC (C, 25 uM) e IBSS
(D, 50 M) que nas concentragbes indicadas foram aptos a reduzir

aproximadamente 50% da proliferagdo das amastigotas (FIGURA 16).
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TABELA 1. Avaliacao in vitro da citotoxicidade de derivados AAATs para macréfagos e dos efeitos
destes compostos sobre a proliferacdo de promastigotas e amastigotas intracelulares de L. (V.)

braziliensis.
Composto Macréfagos Promastigotas Amastigotas
CCso (M) ICs0 (M) ICs0 (M)
(95% C.L.)2 (95% C.1.)2 (95% C.1.)2
109,99 25,02 24,67
SIPA
(89,91-134,55) (19,72-31,75) (19,66-30,96)
117,48 33,89 28,75
SSEC
(96,55-142,94) (29,43-39,03) (22,30-37,07)
148,32 >100,0 34,51
IBSS
(102,08-215,40) (28,09-42,38)
111,80 54,64 85,67
NPSO
(84,25-148,35) (47,70-62,59) (55,47-132,30)
>150,0 81,01 >100,0
SXIP
(71,48-91,80)
TBSO >150,0 >100,0 >100,0
Miltefosina 99,8 25,5 (22,1-29,7) 59
(85,6-116,3) (5,0-7,1)
0,12 0,06
Anfotericina B NT
(0,09-0,14) (0,05-0,08)

a, intervalo de confianga calculado pelo método de Litchtfiet e Wilcoxon.
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FIGURA 16. Acdo dos derivados AAATs sobre amastigotas intracelulares (a, seta) de L. (V.)
braziliensis. A, macréfagos infectados (M), sem adicdo de AAAT, ou com adigédo de SIPA (B, 25 uM);
SSEC (C, 25 uM); IBSS (D, 50 uM); NPSO (E, 100 uM); SXIP (F, 100 uM); ou TBSO (G, 100 uM). n,
nucleo. As células foram coradas pelo Giemsa, e visualizadas por microscopia de luz (1000x).



66

413 EFEITOS DE DERIVADOS DOS AAATs SOBRE A ATIVIDADE
FOSFOHIDROLITICA DE PREPARAGAO DE PROMASTIGOTAS DE L. (V.)

braziliensis

A preparagao de promastigotas de L. (V.) braziliensis foi pré-incubada durante
30 minutos a 37°C com SIPA (A), SSEC (B), IBSS (C), NPSO (D), SXIP (E) ou
TBSO (F) nas concentragbes de 1 a 1000 uM, e em seguida as atividades ATPasica
e ADPasica foram medidas em meio de reagao padrao (FIGURA 17).

Como mostrado na Figura 17A, O SIPA alterou 16 a 30% da atividade
ATPasica quando as concentragbées 1 a 100 yM do composto foram usadas,
alcangcando a maxima inibicdo (45%) desta atividade com 1 mM, sugerindo um Ki
proximo deste valor (FIGURA 17A). A maxima inibicdo de atividade ADPasica foi
alcangada com 10 uM (45%) deste composto, mantendo esta mesma proporgéo até
a ultima concentragéo testada (1 mM), sugerindo um Ki proximo de 10 yM quando o
ADP foi o substrato (FIGURA 17A).

A inibicdo da atividade ATPasica foi dependente da concentracdo de SSEC
(FIGURA 17B), e uma progressiva e significativa reducéo (1 uM, 15%; 10 uM, 22%;
100 uM, 36%; 1 mM, 67%; P < 0,01) foi observada quando comparada ao valor do
controle. Inibi¢gdo significativa (P < 0,01) da atividade ADPasica foi observada nas
concentragdes 100 pM (42%) e 1000 uM (48%), sugerindo um valor de Ki entre 100
e 1000 yM para ambos os substratos (FIGURA 17B).

Quando IBSS foi testado, apenas a concentracdo 1 mM foi apta a inibir a
atividade ADPasica (66%), enquanto a atividade ATPasica foi inibida significativa e
progressivamente (1 pM, 10%; 10 pM, 16%; 100 pM, 33%; 1 mM, 69%; p < 0,01),
sugerindo um valor de Ki entre 100 uM e 1 mM (FIGURA 17C).

Para NPSO, uma progressiva e significativa reducédo da atividade ATPasica
foi observada nas concentragbées de 1 uM a 1000 uM (1 uM, 31%; 10 uM, 60%; 100
MM, 82%; 1 mM, 88%; p < 0,01), sugerindo um valor de Ki de aproximadamente 10
MM (FIGURA 17D). Uma reducgao progressiva e significativa foi também observada
quando o substrato foi o ADP (1 uM , 47%; 10 M, 56%; 100 uM, 66%, 1 mM, 67%)
sugerindo um valor de Ki entre 1 e 10 yM (FIGURA 17D).

O SXIP inibe significativamente (P < 0,05) as atividades ATPasica e
ADPasica nas concentragdes 100 uM (ATP, 43%; ADP, 26%) e 1 mM (ATP, 51%;
ADP, 57%), sugerindo um Ki de aproximadamente 1 mM (FIGURA 17E).
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O derivado TBSO inibiu significativamente 27% (P < 0,05) da atividade
ADPasica quando foi usado na concentragdgo 1 pM, mas ao aumentar a
concentragao deste composto nao foi possivel observar inibigao da hidrolise de ADP
(FIGURA 17F). Quando o ATP foi o substrato, a inibicdo foi variavel nas diversas
concentragdes do composto (1 uM, 18%; 10 uM, 31%; 100 uM, 21%; P < 0,05), nédo
inibindo significativamente a atividade ATPasica na ultima concentragao testada (1
mM, 15%) (FIGURA 17F).
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FIGURA 17. Inibicdo da atividade NTPDasica da preparacédo de promastigotas de L. (V.) braziliensis
pelo SIPA (A), SSEC (B), IBSS (C), NPSO (D), SXIP (E) ou TBSO (F). Uma aliquota de preparagéo
de promastigotas (0,1 mg proteina/ml) foi pré-incubada por 30 min a 37°C em meio de reagdo padrao
contendo as concentragdes indicadas de AAAT e, subsequentemente, 3 mM de ATP ou ADP foi
adicionado, dando inicio a reagdo enzimatica. A média de atividade ATPasica ou ADPasica na
presenga de 2,5% (v/v) de dimetil sulféxido (controle 100%) foi 17,10 £ 3,94 nmol Pi.mg-'.min-! e 7,85
+ 1,71 nmol Pi.mg'.min"', respectivamente. A Figura mostra a média de quatro experimentos
diferentes para cada AAAT, cada um deles feito em ftriplicatas.
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414 EFEITOS DO SIPA SOBRE AMASTIGOTAS DE L. (V.) braziliensis
RECUPERADAS DE CELULAS VERO

Formas amastigotas recuperadas de células Vero foram incubadas durante 24 h
com o composto SIPA nas concentragdes 5 a 100 uM, e sua viabilidade foi medida
pelo método MTT. Como mostrado na Tabela 2, SIPA teve atividade leishmanicida
com ICso 20 pM, um valor similar ao farmaco Miltefosina (24 pM), usado neste

experimento como um controle positivo.

TABELA 2. Avaliagéo in vitro do efeito do derivado SIPA sobre amastigotas de L. (V.) braziliensis
recuperadas de células Vero.

Compostos Amastigotas
ICs0 (M)
(95% C.L.)2
SIPA 20,13 (16,80-24,11)
Miltefosina 23,61 (19,08-29,21)

a, intervalo de confianga calculado pelo método de Litchtfiet e Wilcoxon.

415 EFEITOS DO SIPA SOBRE A ATIVIDADE FOSFOHIDROLITICA DE
PREPARAGCAO DE AMASTIGOTAS DE L. (V.) braziliensis

Aliqguotas de homogeneizado total de formas amastigotas recuperadas de
cultura de células Vero infectadas com L. (V.) braziliensis foram pré-incubadas
durante 30 minutos a 37°C com SIPA, o composto que mostrou-se o mais efetivo
leishmanicida entre os derivados AAATSs testados, com ICso em torno de 25 uM para
promastigotas ou amastigotas intracelulares (TABELA 1) e, como confirmado, para
formas amastigotas recuperadas de células Vero (TABELA 2). Em seguida, a
atividade fosfohidrolitica foi medida usando meio de reagao padrao. Como mostrado
na Figura 18, a inibicdo da atividade ATPasica foi dependente da concentragdo de
SIPA, e uma progressiva e significativa redugédo (1 uM , 27%; 10 uM, 38%; 100 uM,

56%; 1 mM, 60%; P < 0,01) foi observada quando comparada ao valor do controle.
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Resultado similar foi observado para o substrato ADP, com inibigdo significativa (P <
0,01) da atividade ADPa&sica nas concentracbes 1 uM (37%) e 10 uM (29%),
alcangando em torno de 50% de inibicdo quando as concentragées 100 e 1 mM
foram testadas. Estes resultados sugerem um Ki em torno de 10 a 100 uM (FIGURA
18).
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FIGURA 18. Inibicdo da atividade NTPDasica da preparacdo de amastigotas de L. (V.) braziliensis
recuperadas de células Vero por SIPA. Uma aliquota de preparacdo de amastigotas (0,1 mg
proteina/ml) foi pré-incubada por 30 min a 37°C em meio de reagcdo padrdo contendo as
concentracdoes indicadas do SIPA e, subsequentemente, 3 mM de ATP ou ADP foi adicionado, dando
inicio a reacdo enzimatica. A média de atividade ATPasica ou ADPasica na presencga de 2,5% (v/v)
de dimetil sulféxido (controle 100%) foi 33,81 + 3,71 nmol Pi.mg'.min"' e 6,01 + 4,06 nmol Pi.mg-
1.min"', respectivamente. A Figura mostra a média de dois experimentos diferentes, cada um deles
feito em triplicatas.
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4.16 EFEITOS DO SIPA SOBRE O POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL
(AWm) DE FORMAS AMASTIGOTAS DE L. (V.) braziliensis

Os efeitos do SIPA sobre o potencial de membrana mitocondrial foi avaliado
por espectrofluorimetria. Como mostrado na Figura 19, amastigotas na auséncia de
SIPA acumulou o corante lipofilico (carbocianina catiénica lipofilica JC-1) no interior
da membrana mitocondrial, a qual é negativa, agregando-se no interior desta
organela e emitindo fluorescéncia vermelha, mostrando a geragédo de voltagem pela
membrana mitocondrial e a produ¢do de gradiente eletroquimico. Por outro lado,
SIPA 30 uM reduziu significativamente 28% desta capacidade, como observado pela
emissao de fluorescéncia verde, um indicativo que o corante lipofilico permaneceu

em sua forma monomerica, e que o potencial de membrana mitocondrial foi alterado.
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FIGURA 19. SIPA induz alteragdes no potencial de membrana mitocondrial de formas amastigotas de
L. (V.) braziliensis. Amastigotas obtidas de células Vero foram tratadas com 30 uM de SIPA por 24 h
e marcadas com JC-1 (10 pyg/ml). O experimento foi feito em triplicata (média + DP), e a alteragdo no
valor do potencial de membrana mitocondrial foi calculado pela razdo entre a fluorescéncia vermelha
e verde multiplicada por 100 (528/600 par de emisséo e, 485/540 par de excitagéo; fluorimetro FLX
800 multiscan, Biotek). A significancia dos dados (*P < 0,05) foi obtida utilizando-se o teste Mann
Whitney.
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5. DISCUSSAO

5.1 LOCALIZAGAO IMUNOCITOQUIMICA DA NTPDase 1 DE Leishmania (V.)
braziliensis E EFEITOS DOS ANTICOPOS ANTI-PEPTIDEOS

Neste trabalho nés mostramos que anticorpos policlonais produzidos contra
peptideos sintéticos LbB1LJ (r82-103) e LbB2LJ (r102-121), os quais abrangem o
dominio B antigénico e conservado da NTPDase 1 de L. (V.) braziliensis (PEACOCK
et al. 2007; NCBI XP_001562178.1) foram aptos a reconhecer esta proteina em
formas promastigotas deste parasito.

Como mostrado, os soros imunes anti-LbB1LJ e anti-LbB2LJ identificaram
duas bandas de aproximadamente 48 e 43 kDa em “Western blots” de
homogeneizado total de promastigotas. Imobilizados em proteina A-Sepharose,
estes anticorpos imunoprecipitaram os mesmos polipeptideos, como observado por
“‘Western blots” do imunocomplexo resina-anticorpo-antigeno, nos quais o0s
polipeptideos isolados deste imunocomplexo foram reconhecidos por anticorpos
policlonais de coelho anti-apirase de batata, confirmando a identificagdo prévia da
NTPDase 1 de L. (V.) braziliensis obtida pela imunoreatividade cruzada com este
soro imune (REZENDE-SOARES et al. 2010) ou com anticorpos produzidos contra r-
potDominio B, um polipeptideo recombinante fusionado a hexahistidina derivado do
dominio B da apirase de batata (r78-117) (MAIA et al. 2011; PORCINO, 2012).

A banda de 48 kDa possivelmente corresponde a NTPDase anotada no
genoma de L. braziliensis (PEACOCK et al. 2007; NCBI XP_001562178.1) de massa
molecular predita de 47,689 Da e, como foi a primeira a ter a sua expressao
comprovada, nés a denominamos NTPDase 1, motivo de recente publicagao
(PORCINO et al. 2012). O polipeptideo de 43 kDa, também reconhecido pelos
anticorpos, € o possivel resultado de um processo proteolitico postranscricional da
NTPDase 1 de L. (V.) braziliensis, ou de uma protedlise inespecifica durante o
experimento, como previamente relatado (REZENDE-SOARES et al. 2010; MAIA et
al. 2011).
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Em adicdo, esses anticorpos policlonais imobilizados em proteina A-
Sepharose imunodepletaram aproximadamente 40% da atividade fosfohidrolitica da
NTPDase 1 de preparacdo de promastigotas. E interessante observar que no existe
identidade significativa entre os peptideos sintéticos LbB1LJ e LbB2LJ e suas
respectivas contrapartes da GDPase, um proteina hipotética anotada no genoma de
L. braziliensis (PEACOCK et al. 2007; XP_001562788) de massa molecular predita
de 75 kDa, também pertencente a familia das NTPDases, e que ndo foi ainda
caracterizada neste parasito. Portanto, os anticorpos usados neste trabalho sao
considerados especificos para a NTPDase 1, ndo descartando porém que a
atividade enzimatica remanescente pode ter a contribuicdo desta GDPase.

Todos juntos, esses resultados mostraram a especificidade, sensibilidade e
afinidade dos anticorpos policlonais de camundongo anti-LbB1LJ ou anti-LbB2LJ
para epitopos do dominio B (r82-121) da NTPDase 1 de L. (V.) braziliensis. Como
recentemente demonstrado por nosso grupo usando estes mesmos anticorpos, o
dominio B é altamente conservado nas NTPDases de L. infantum (MAIA et al. 2013)
e L. amazonensis (DETONI et al. 2013), bem como nas NTPDases hipotéticas
anotadas nos genomas de L. major, L. donovani e L. mexicana. Possivelmente, este
dominio protéico foi mantido evolutivamente no parasito para a modulagdo de
resposta imune do hospedeiro (FARIA-PINTO et al. 2008; VASCONCELOS et al.
2009; MAIA et al. 2011; PORCINO, 2012; PORCINO et al. 2012)

As NTPDases de parasitos tém sido descritas por nés e por outros autores
como ecto-enzimas na superficie do parasito (KIKUCHI et al. 2001; COIMBRA et al.
2002; FARIA-PINTO et al. 2004, 2006; PINHEIRO et al. 2006; GUEVARA-FLORES
et al. 2008; SANTOS et al. 2009; MEYER-FERNANDES et al. 2010; RUCKERT et al.
2010; SANSOM, 2012). Como aqui demonstrado por imunocitoquimica e analise
ultraestrutural, os anticorpos policlonais de camundongo anti-LbB1LJ ou anti-LbB2LJ
identificaram especificamente a NTPDase 1 na superficie da membrana pasmatica,
bolsa flagelar e flagelo, mitocondria e cinetoplasto, no nucleo e associada a
vesiculas citoplasmaticas de promastigotas, confirmando os resultados previamente
reportados por nés (REZENDE-SOARES et al. 2010), quando foi evidenciada por
citoquimica e analise ultraestrutural a ampla distribuicdo da atividade fosfohidrolitica
desta enzima na superficie da membrana plasmatica, bolsa flagelar e flagelo,
mitocdndria e cinetoplasto. Resultados similares foram evidenciados posteriormente

em estudos da NTPDase de Trypanosoma cruzi, uma proteina que é também
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amplamente distribuida em epimastigotas (MARIOTINI-MOURA et al. 2014),
possivelmente uma caracteristica em comum entre as NTPDases de
tripanosomatideos.

A Leishmania usa metabdlitos do ambiente como fonte de energia para o seu
crescimento e mudangas morfologicas durante o ciclo de vida. O parasito interage
com o hospedeiro pela participagao direta dos componentes de sua superficie ou por
secrecao, sendo a bolsa flagelar uma organela com intensa atividade endocitica e
exocitica em Leishmania (DE SOUZA, 2008; SILVERMAN et al. 2008; CUERVO et
al. 2009; COSTA et al. 2011). A associacéo entre a atividade NTPDasica e a
viruléncia de promastigotas de L. amazonensis (DE SOUZA et al. 2011) ou L.
braziliensis (LEITE et al. 2012) intervindo na resposta inflamatéria do hospedeiro foi
recentemente demonstrada. Portanto, esta distribuicdo ubiqua da NTPDase 1 em
promastigotas aqui demonstrada sugere a sua participacdo em vias metabdlicas
distintas envolvidas desde os estagios iniciais da infecgdo por Leishmania, e que
podem ser importantes para a sobrevida, infectividade e/ou viruléncia deste parasito.

A localizagdo da NTPDase 1 em mitocdndria e cinetoplasto de Leishmania por
meio de imunocitoquimica e analise ultraestrutural foi uma descoberta que induziu
aprofundarmos nesta investigacdo. Como demonstrado, a fragdo mitocondrial de
promastigotas foi obtida, e as medidas de hidrélise de ATP e ADP sugeriram um
enriquecimento da atividade NTPDasica nesta organela subcelular. A NTPDase 1
ativa foi entdo isolada por meio de gel ndo desnaturante e, por “Western blots” e
espectrometria de massas, a expressao e identidade de forma ativa de NTPDase 1
na mitocdndria foram confirmadas. A proliferagdo de promastigotas é dependente
principalmente da glicolise aerébia ou anaerdobia e do metabolismo de aminoacidos
como fonte primaria de geragédo de energia, vias que envolvem os glicossomos e a
mitocdndria, com um ciclo ativo dos acidos tricarboxilicos ligado a cadeia de
transporte de elétrons. Em amastigotas, o metabolismo energético também envolve
os glicossomos e a mitocondria, e a B-oxidagado de acidos graxos € a principal via
geradora de energia. A mitocdndria, além de ser uma organela central no
metabolismo energético de Leishmania, também contém o cinetoplasto, que consiste
de uma rede fibrosa de DNA mitocondrial (KDNA), correspondente a 30% do DNA
celular total, e que codifica proteinas componentes da cadeia respiratoria e da
maquinaria de tradugdo mitocondrial (OPPERDOES e COOMBS, 2007;
OPPERDOES e MICHELS, 2008). Estes resultados sao indicios de que a NTPDase
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1 desempenha importante fungdo na mitocéndria unica de Leishmania, o que pode
envolver tanto as vias do metabolismo energético, quanto aquelas de sintese do
kKDNA ou de proteinas codificadas por ele, estimulando novos estudos funcionais.
Além disso, a NTPDase 1 de mitocondria pode representar uma nova estratégia
terapéutica contra a Leishmania, tendo esta proteina como o alvo.

A reatividade entre os peptideos sintéticos LbB1LJ ou LbB2LJ e soros de
pacientes com LC confirmaram a antigenicidade do dominio B de L. (V.) braziliensis,
também comprovada pela producédo de anticorpos quando eles foram injetados em
camundongos BALB/c (CARVALHO-CAMPOS, 2011). Em trabalho subsequente,
anticorpos produzidos contra o r-potDominio B, que abrange todo o dominio B
derivado da apirase de batata, foram aptos a localizar a proteina na superficie da
membrana plasmatica e, também, em organelas subcelulares de promastigotas de
L. (V.) braziliensis, além de inibirem a atividade ATPasica (22%) e ADPasica (72%)
de homogeneizado, e reduzirem 42% da proliferag&o in vitro destes parasitos (MAIA
et al. 2011; PORCINO, 2012). Este conjunto de resultados, associados a
imunolocalizagdo da NTPDase 1 por anticorpos anti-LbB1LJ e anti-LbB2LJ,
demonstrando que ambas as porgdes N- e C-terminal sdo ligadoras de anticorpos,
nos motivaram a investigar a especificidade da inibicdo da atividade enzimatica e a
reducao da proliferagdo de promastigotas in vitro promovidas por estes dois novos
soros imunes.

Como mostrado neste trabalho, as atividades ATPasica (79%) e ADPasica
(43%) de preparacao de promastigotas de L. (V.) braziliensis homogeneizada em
detergente foi parcialmente inibida por anticorpos anti-LbB1LJ, os quais foram mais
efetivos que a inibicdo da hidrélise de ATP (47%) ou ADP (18%) promovida pelos
anticorpos anti-LbB2LJ. Estes resultados sugerem que o bloqueio do dominio B por
anticorpos, principalmente aqueles dirigidos ao(s) epitopo(s) de sua por¢cao N-
terminal (r82-103), pode alterar a sua atividade catalitica e, consequentemente, as
funcdes desta proteina.

Paralelamente, o potencial dos anticorpos produzidos contra os peptideos
sintéticos potB1LJ e potB2LJ, de alta identidade com os peptideos LbB1LJ e
LbB2LJ, foram também avaliados. Por analise ultraestrutural e imunocitoquimica, os
anticorpos anti-potB1LJ localizaram a NTPDase 1 na superficie da membrana
plasmatica, vesiculas citoplasmaticas, bolsa flagelar, cinetoplasto e nucleo de

promastigotas de L. (V.) braziliensis, um resultado idéntico aquele obtido quando os
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soros imunes anti-LbB1LJ e anti-LbB2LJ foram utilizados. Além disso, os anticorpos
potB1LJ inibiram em torno de 60% as atividades ATPasica e ADPasica, enquanto os
anticorpos anti-potB2LJ inibiram 60% da atividade ATPasica, e em menor extenséo
(29%) a atividade ADPasica, corroborando os resultados obtidos com os anticorpos
especificos anti-LbB1LJ e anti-LbB2LJ.

Embora ndo possamos descartar a contribuicdo de atividade enzimatica da
GDPase hipotética, as diferentes porcentagens de inibigdo da hidrolise de ATP ou
ADP sugerem um papel modulatério do dominio B na atividade catalitica da
NTPDase de L. (V.) braziliensis, reforcando ser ele um alvo para a criagdo de
inibidores especificos. Para os estudos que associam atividade enzimatica e inibigao
por anticorpos nés estabelecemos previamente um meio de reagéo contendo 1 mM
de Ca?* (COIMBRA et al. 2002, 2008; MAIA et al. 2011; REZENDE-SOARES et al.
2010), uma vez que elevada concentragdao molar (1-10 mM) desse ion bivalente
poderia inibir a ligacdo antigeno-anticorpo, como tem sido evidenciado por outros
autores (ZHOU et al. 2005; BECK et al. 2007). E possivel que esse meio de reagéo
mantenha a NTPDase 1 em conformacao similar a sua forma nativa e, como predito
por modelagem molecular (FARIA-PINTO et al. 2008; MAIA et al. 2011), esse
dominio B € mantido exposto na superficie da proteina, disponivel para a ligagao de
anticorpos. Esses novos dados motivam estudos de um recombinante ativo da
NTPDase 1 de L. (V.) braziliensis e, comparativamente, outros com mutagéneses
sitio dirigidas no dominio B, o que permitira a identificagdo dos residuos de
aminoacidos que de fato compdem os epitopos.

Nos experimentos in vitro de proliferacdo destes parasitos, os dois soros
imunes — anti-LbB1LJ e anti-LbB2LJ- foram significativamente citotoxicos. O soro
imune anti-LbB1LJ, que inibiu com mais eficiéncia a atividade da NTPDase 1,
reduziu 67% do crescimento celular, enquanto o soro imune anti-LbB2LJ reduziu
33%, o que foi confirmado quando os soros imunes anti-potB1LJ e anti-potB2LJ
foram usados sob as mesmas condi¢gdes experimentais, induzindo 73% e 40% de
reducao de proliferagdo celular, respectivamente. Estes dados sugerem fortemente
que existe de fato uma associacdo entre a ligagdo de anticorpos e reducgédo de
atividade catalitica, mais eficiente quando é dirigida a por¢ao N-terminal do dominio
B da NTPDase, e o bloqueio funcional da proteina levando a morte do parasito.

Em estudos prévios, a NTPDase de T. gondii foi caracterizada como

antigénica (ASAI et al. 1992), e a sua atividade catalitica foi quase totalmente inibida
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por anticorpos monoclonais (KIKUCHI et al. 2001). Recentemente, foi demonstrado
que anticorpos monoclonais produzidos contra a NTPDase |l de T. gondii inibiram a
sua atividade catalitica e reduziram significativamente a infectividade de taquizoitas
(TAN et al. 2010). Além disso, protocolo de imunizagdo que incluiram um
recombinante da NTPDase Il de T. gondii promoveu respostas imune e celular, com
protecao parcial de camundongos BALB/c contra o desafio com uma cepa virulenta
de T. gondii, e esta molécula foi indicada como um candidato efetivo para o
desenvolvimento de vacina contra toxoplasmose (TAN et al. 2011). Ja foi também
demonstrado que soro policlonal imune produzido contra a NTPDase de T. cruzi
inibe significativamente a infectividade de tripomastigotas in vitro (SANTOS et al.
2009).

Anticorpos policlonais anti-apirase de batata (FARIA-PINTO et al. 2006) ou
anticorpos policlonais de camundongo contra peptideo sintético (r175-194)
pertencente ao dominio B de ATPase 2 de Schistosoma mansoni (MENDES et al.
2011) ndo reconheceu NTPDases presentes em figado de camundongos, o que é
corroborado pela baixa identidade encontrada entre o dominio B de plantas ou
parasitos e as NTPDases de mamiferos (FARIA-PINTO et al. 2008; MAIA et al.
2001). Esses dados reforcam que anticorpos produzidos contra o dominio B da
apirase de batata e de NTPDases de parasitos n&o sao indutores de resposta auto-
imune.

Em conjunto, esses resultados sugerem uma aplicagdo potencial desses
anticorpos para o estudo da estrutura e fungcdo da NTPDase de L. (V.) braziliensis e,
também, da isoforma da NTPDase de outros parasitos que compartilham o dominio
B. Nossa hipotese € que o recombinante r-potDominio B, ou os peptideos sintéticos
LbB1LJ, potB1LJ, LbB2LJ e potB2LJ, ou modificagcbes destas moléculas, podem
induzir a producdo de anticorpos inibitérios alterando a atividade catalitica da
NTPDase 1 de formas promastigotas, uma resposta imune que podera afetar a
infectividade e/ou viruléncia dos parasitos desde os estagios iniciais da infecgao.
Portanto, estas novas moléculas poderao fazer parte de protocolos experimentais de
vacina contra a leishmaniose.

A NTPDase 1 € também expressa em formas amastigotas intracelulares da L.
(V.) braziliensis, uma informagdo que foi obtida por imunocitoquimica usando
anticorpos anti-LbB1LJ ou anti-r-potDominio B e analise por microscopia confocal de
varredura a laser, com o auxilio adicional do DAPI, um marcador de DNA, que
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identificou o nucleo e o cinetoplasto de amastigotas infectando macréfagos. A
NTPDase 1 foi também visualizada em formas amastigotas livres recuperadas de
células Vero infectadas com este parasito, por meio de imunocitoquimica usando
anticorpos anti-LbB1LJ ou anti-LbB2LJ e analise por microscopia confocal de
varredura a laser. Prova definitiva da expressdo da NTPDase 1 de amastigotas foi
obtida por meio da medida de atividade enzimatica e, também, de “Western blots” de
homogeneizado de amastigotas livres, nos quais a proteina foi reconhecida por
anticorpos anti-LbB2LJ. Em amastigotas de L. amazonensis foi detectada uma
atividade ecto-NTPDasica 14 vezes maior que a encontrada em promastigotas, e foi
sugerido pelos autores que sua fungdo esta relacionada a aquisicao de nutrientes
pelo parasito e, também, a produgdo de adenosina, uma molécula que suprime a
produgdo de superoxido e o6xido nitrico, importantes para a eliminagdo de
organismos patogénicos intracelulares (PINHEIRO et al. 2006). Portanto, a
identificacdo de NTPDase 1 em amastigotas, mostradas pela primeira vez em L. (V.)
braziliensis, € de relevancia uma vez que a hipotese da NTPDase 1 ser um alvo de
farmaco e a inibigdo de sua atividade catalitica ser parte do mecanismo de acgao €
dependente da expressdo e funcionalidade desta proteina durante a proliferagao
intracelular de amastigotas na progresséo da leishmaniose.

Motivados por estes resultados, os estudos dos efeitos de derivados dos
acidos alquilaminoalcanotiosulfuricos sobre a proliferagao in vitro de promastigotas e

amastigotas e atividade NTPDasica de L. (V.) braziliensis foram iniciados.

5.2 ATIVIDADE LEISHMANICIDA E INIBIGAO DA ATIVIDADE NTPDasica DE
FORMAS PROMASTIGOTAS E AMASTIGOTAS DE L. (V.) braziliensis PELOS
ACIDOS ALQUILAMINOALCANOTIOSSULFURICOS (AAATSs)

Os antimoniais indicados para o tratamento das leishmanioses, o Pentostan®
e o Glucantime®, bem como aqueles de segunda escolha, a Anfotericina B® ou a
Pentamidina®, sdo de alto custo e toxicos (ZAULI- NASCIMENTO et al. 2010;
SEIFERT, 2011), motivando o estudo do efeito leishmanicida de novos compostos.

Os acidos alquilaminoalcanotiosulfuricos (AAATSs) testados neste trabalho, o
SIPA, SSEC, IBSS, NPSO, SXIP e TBSO (FIGURA II), ndo tiveram efeito citotdxico
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sobre macréfagos in vitro, confirmando estudos prévios que ja caracterizaram estes
compostos como esquistossomicidas em experimentos in vitro e in vivo (PENIDO et
al. 1990, 1994, 1995, 1999; 2008; MOREIRA et al. 2007). Como ja reportado, estes
AAATs nao apresentam efeito tdéxico em animais experimentais quando
administrados 600 mg/kg por via oral durante 5 dias consecutivos (PENIDO et al.
1994; 1995; 1999; 2008). A analise cromatografica e fluorografica de extratos
organicos do estébmago, figado e amostras de sangue de animais infectados com S.
mansoni e tratados com o composto SSEC contendo o atomo de enxofre divalente
radioativo (®®*S) mostrou que a droga é extensivamente metabolizada ainda no
estdmago, onde pelo menos 16 metabdlitos sdo formados. Um destes foi identificado
como sendo o derivado dissulfeto do AAAT original, o composto 2,2’-ditiobis[N-(1-
metilpropil)-1-octanamina)] (FIGURA Ill) um metabdlito ainda mais lipofilico do que o
seu precursor (PENIDO et al. 1995; 2008).

Figura Ill. 2,2'-Ditiobis-[N-(1-metilpropil)-1-octanamina] - derivado dissulfeto do
SSEC.

A capacidade do SIPA, SSEC, IBSS, NPSO, SXIP ou TBSO inibir a redugéo
de MTT pelos promastigotas ou amastigotas intracelulares de L. (V.) braziliensis foi
testada visando acessar o seu potencial de atividade leishmanicida, pela primeira
vez em Tripanosomatideos. Os compostos SIPA e SSEC, que tém também elevada
atividade esquistossomida (PENIDO et al. 1995; 2008) foram os que demonstraram
menor Clso, de 24 uM a 33 pM, para ambas as formas do parasito. E curioso
observar que o IBSS ndo teve atividade leishmanicida significativa sobre
promastigotas, mas foi efetivo contra amastigotas, com Clso de 35 uM, um dado que

fortalece a necessidade de triagem de novas drogas usando amastigotas
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intracelulares. Os compostos NPSO, SXIP e TBSO foram os menos efetivos com
Clso variando de 54 a >100 uM.

E de relevancia apontar que o SSEC, um efetivo esquistossomicida, foi usado
em protocolos de tratamento da esquistossomose em dose unica de 800 mg/kg,
administrada por via oral, e atingiu alta concentragcao no soro de animais (200 pg/ml)
em aproximadamente 3 horas, indicando rapida absor¢do. Seis horas apéds, a
concentragdo elevada foi mantida, em torno de 170 pg/ml ou 943 yM como o
tiosulfato ou 472 uM como o dissulfeto, indicando baixa taxa de eliminagao (PENIDO
et al. 1995). Portanto, baseado no efeito leishmanicida in vitro dos compostos SIPA,
SSEC e IBSS, com Clso <50 uM, e da baixa toxicidade in vitro e in vivo, é possivel
que sejam efetivos leishmanicidas in vivo quando usados em concentragdo na
ordem de magnitude similar aquela usada para o tratamento da esquistossomose
experimental (943 uM; PENIDO et al. 1995). Estudos adicionais sao necessarios
para determinar os efeitos in vivo dos AAATs na leishmaniose cutanea.

Os resultados sugerem certas caracteristicas estruturais modulando a
atividade leishmanicida por estas moléculas anfipaticas, resultantes de grupo
substituinte alquil com 3 ou 4 carbonos combinado a um alcano de 6 ou 8 carbonos.
O radical alquil substituinte do SIPA (isopropil), SSEC (metilpropil), IBSS (isobutil),
NPSO (n-propil), SXIP (isopropil) ou TBSO (terc-butil) € uma cadeia de tamanho
médio, com 3 ou 4 carbonos, que confere a molécula um carater apolar. Este carater
apolar é aumentado com a adi¢cado de cadeia lateral hidrocarbonada, com 6 (SXIP)
ou 8 (SIPA, SSEC, IBSS ou NPSO) atomos de carbono, e com menor efeito no
TBSO, cuja cadeia lateral tem apenas 2 atomos de carbono (FIGURA II). A
hidrofobicidade de compostos leishmanicidas € de relevancia, considerando que
deverao vencer barreiras como as membranas plasmaticas da célula do mamifero e
do vacuolo parasitoforo, o plasmalema do amastigota e, em alguns casos, a
membrana da organela que contém o alvo em questdo. Como mostrado neste
trabalho, a combinacao do radical isopropil com a cadeia lateral de 8 carbonos no
SIPA parece conferir um potencial leishmanicida significativamente maior para este
composto, com Clsoam) 25 uM, uma vez que o seu homdélogo SXIP, com 0 mesmo
radical alquil substituinte mas com cadeia lateral de 6 carbonos apresentou Clsoam)
>100 uM. Aparentemente, a manutengao da cadeia lateral com 8 carbonos, e a

substituicdo do radical n-propil do NPSO (Clsoam) 86 uM) pelo radical isopropil do
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SIPA (Clso@m) 25 uM), metilpropil do SSEC (Clso@m) 29 uM) ou isobutil do IBSS
(Clsoam) 35 uM), foi suficiente para reduzir o 1Cso destes 3 ultimos compostos,
sugerindo que pequenas modificagdes introduzidas nestes novos compostos
leishmanicidas poderdo elevar ainda mais o seu potencial contra amastigotas de
Leishmania. Entre todos os AAATs, o NPSO e o IBSS foram os menos efetivos
esquistossomicidas (PENIDO et al. 1990; 1994), sugerindo que a efetividade do
IBSS como leishmanicida (Clso@m) 35 uM), como aqui demonstrada, esta vinculada
as diferentes formas bioldgicas de cada um dos parasitos, isto é, o verme adulto do
S. mansoni é extracelular, enquanto as amastigotas sao intracelulares.

E interessante observar que o TBSO, um derivado que tem como cadeia
lateral apenas 2 atomos de carbonos ligados ao grupo tiossulfato e, portanto, menos
lipofilicidade que os outros AAATS, ndo tem efeito leishmanicida significativo, com
Clso >100 uM. A auséncia de efetividade do TBSO, que também n&o esta incluido
entre os melhores esquistossomicidas e apenas reduz a oviposi¢ao (PENIDO et al.,
1990), reforga mais uma vez a importancia do carater hidrofébico, que € necessario
para o composto atingir as formas amastigotas intracelulares.

A parte hidrofilica dos AAATs é representada pelo grupo amino que confere
carga positiva ao composto, além da presenca de um grupo tiossulfato, que pode
fazer ligacdes dissulfeto com outras moléculas, por exemplo, a glutationa (PENIDO
et al. 1995; 1999; 2007; 2008). O balango entre hidrofobicidade e carga é requerido
para a translocagdo de compostos através da membrana de parasitos (LUQUE-
ORTEGA el al. 2010). Compostos com carater hidrofébico associado a presenga de
carga positiva tém sido mostrados como capazes de atravessar membranas
bioldgicas, acumulando-se em organelas com um forte potencial eletroquimico, tal
como a mitocondria (LUQUE-ORTEGA et al. 2010). Trocas na polaridade da
molécula, obtida com a simples incorporagao de substituintes, ou mudancas em sua
hidrofobicidade, prejudicam ou impedem a atividade leishmanicida (LUQUE-
ORTEGA et al. 2010). A lipofilia dos AAATs, ou de seu possivel metabdlito
dissulfeto, conferida pela cadeia carbbdnica, associada a carga positiva conferida
pelo grupo amino, permite sugerir a interagdo destes compostos com a membrana, e
a atividade letal observada pode envolver a translocagdo do composto, também

atuando intracelularmente.
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A NTPDase 1 tem ampla distribuicdo em promastigotas de L. (V.) braziliensis,
incluindo superficie de membrana plasmatica e organelas subcelulares, e foi
identificada em formas amastigotas intracelulares. Em adigdo, a expressédo e a
identidade de forma ativa de NTPDase 1 foram confirmadas em mitocéndria de
promastigotas, como mostrado neste trabalho, e podemos supor que esta proteina é
também expressa em mitocdndria de amastigotas, podendo ser ela um alvo a ser
considerado nos estudos dos mecanismos leishmanicidas dos AAATs. Em células
de mamiferos milhares de mitocéndrias podem ser detectadas representando cerca
de 20% do volume total celular, enquanto em tripanosomatideos ha apenas uma
organela, o que foi confirmado em todas as formas de desenvolvimento do T. cruzi
por meio de reconstrugcado ultraestrural 3D, uma observagdo que foi estendida a
outros tripanosomatideos patogénicos. O volume de toda a organela depende
diretamente da disponibilidade de nutrientes, atingindo 12% do volume do
protozoario. Como ja abordado anteriormente, outra caracteristica peculiar de
tripanosomatideos € a organizacédo de DNA no cinetoplasto. Nestes protozoarios, o
genoma mitocondrial € constituido por uma rede complexa de anéis entrelagados de
DNA, representando aproximadamente 30% do total do genoma celular, e codifica
varios genes dos complexos da cadeia respiratoria, como a citocromo-oxidase,
NADH desidrogenase e subunidades de ATP sintase. Devido as diferengas de
volume e numero de mitocéndrias entre mamiferos e tripanossomatideos, esta
organela € um excelente candidato para a intervengdo de drogas e € alvo de
numerosos estudos (PAULIN, 1975; NEWBERRY e PAULIN, 1989; SARAIVA et al.
1989; SHAPIRO e ENGLUND, 1995; SCHNEIDER, 2000; MODICA-NAPOLITANO et
al. 2001; FIDALGO e GILLE, 2011; OSELLAME et al. 2012; MENNA-BARRETO e
CASTRO, 2014). Iniciamos, entdo, os estudos do mecanismo de acao dos AAATs, e
indicios de que afetam a fungdo mitocondrial foram obtidos. Como mostrado, SIPA
30 uM reduziu significativamente 28% do potencial de membrana mitocondrial,
podendo ser este um dos mecanismos pelo qual os AAATs sdo leishmanicidas. E
possivel, ainda, que a NTPDase 1 tem um papel fundamental na atividade
mitocondrial de Leishmania, uma nova hipotese a ser explorada.

Como demonstrado neste trabalho, os AAATs foram inibidores parciais da
atividade fosfohidrolitica presente no homogeneizado de promastigotas de L. (V.)

braziliensis, com Ki variando de 1 a 1000 uM para as atividades ATPasica e
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ADPasica, concentracdes inferiores ou similares aquelas alcancadas no soro de
animais tratados com AAAT , como ja citado (943 uM; PENIDO et al. 1995).

A atividade fosfohidrolitica detectada no homogeneizado de promastigotas de
L. (V.) braziliensis pode ser em decorréncia da NTPDase 1, aqui descrita, e da
GDPase, esta ultima anotada no genoma, mas cujo isolamento e caracterizagdo nao
foram ainda descritos. A contribuicdo de atividade fosfohidrolitica de cada uma delas
pode ser diferente, resultando em variagdes nos niveis de inibigdo das atividades
ADPasica e ATPasica, como as demonstradas neste trabalho. No entanto, €
possivel que estas enzimas possuam propriedades cataliticas e funcionais distintas,
e 0 meio de reacgéao favoreca predominantemente a NTPDase 1.

SIPA, o composto que mostrou ser um efetivo leishmanicida, com Clso em
torno de 25 uM para promastigotas ou amastigotas intracelulares, foi testado sobre
amastigotas livres recuperadas de células Vero e, também, teve atividade
leishmanicida, com Clso 20 yM. Sobre a atividade fosfohidrolitica de homogeneizado
de amastigotas livre, o SIPA promoveu redugdo da hidrolise de ATP e ADP,
sugerindo um Ki em torno de 10 a 100 pM. Novamente, estes valores de
concentragdo sao inferiores aqueles encontrados apds 6 horas no sangue de
animais tratados com SSEC em dose unica de 800 mg/kg, isto &, 943 yM como o
tiosulfato ou 472 yM como o dissulfeto (PENIDO et al. 1995) e, portanto, capaz de
inibir a atividade fosfohidrolitica de L. (V.) braziliensis.

Recentemente, foi relatado que a inibicdo da atividade ATP difosfohidrolasica
do tegumento de verme adulto de S. mansoni, também presente nas outras formas
do ciclo biolégico deste parasito (VASCONCELOS et al. 1993; 1996; 1997; DE
MARCO et al. 2003; FARIA-PINTO et al. 2004; LEVANO-GARCIA et al. 2007), pode
ser parte do mecanismo de acdo dos AAATSs, os quais foram efetivos inibidores
reversiveis desta proteina e, também, da apirase de batata (PENIDO et al. 2007), a
proteina de planta que tem alta identidade com as NTPDases de parasitos (FARIA-
PINTO et al. 2006; 2008; VASCONCELOS et al. 2009; MAIA et al. 2011).

O mecanismo pelo qual os AAATSs inibem atividade ATP difosfohidrolasica de
S. mansoni foi investigado (PENIDO et al. 2007). A mudanga de pH do meio de
reacao padrao, de 7,4 para 6,5 nao afetou a inibicdo observada pelos AAATs
(PENIDO et al. 2007), o que pode ser interessante para o efeito leishmanicida dos

AAATSs levando em conta o pH acido intracelular de macréfagos.
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Aparentemente, além da importancia da hidrofobicidade para a interagdo com
membrana, foi constatado que estes compostos sdo capazes de formar ligagao
dissulfeto com a enzima, inibindo parcialmente sua atividade (PENIDO et al. 2007).
E possivel que residuos de cisteina da NTPDase 1 de L. (V.) braziliensis estejam
também envolvidos no mecanismo de agao dos AAATs, motivando novos estudos.

Como ja relatado, a atividade NTPDasica de parasitos estd associada a
recuperacdo de purinas e/ou ao mecanismo de protegdo contra o organismo
hospedeiro em condigdes que envolvem ATP ou ADP, como a resposta imune e a
ativagcdo plaquetaria. Além disso, esta envolvida com a infectividade de
Tripanosomatideos em células de mamiferos. Nés mostramos que a NTPDase 1
estd associada a superficie externa, e a organelas subcelulares, incluindo a
mitocdndria dos promastigotas de L. (V.) braziliensis e, também, esta presente em
formas amastigotas. O controle da atividade de NTPDases tem sido apontado para o
tratamento de diversas doengcas (GENDRON et al. 2002; MARCUS et al. 2003;
MULLER et al. 2006; PENIDO et al. 2007). Temos a hipétese de que os AAATs
alteram a atividade catalitica destas enzimas, e este poderia ser um dos
mecanismos de acgao destes compostos sem, contudo bloquear totalmente a
atividade enzimatica. Este modo de agdo pode ser uma vantagem para o
hospedeiro, desde que isoformas de NTPDases foram descritas em células de
mamiferos (MARCUS et al. 2003). Os AAATs poderéo ser explorados ainda como
novas ferramentas de estudo de NTPDases.
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6. PERSPECTIVAS

1. ldentificacdo da NTPDase 1 em formas amastigotas de L. (V.) braziliensis
contidas em lesédo de orelha de camundongo BALB/c previamente infectados

utilizando técnica de imunocitoquimica;

2. Avaliacdo da taxa de infecgcdo de amastigotas de L. (V.) braziliensis em

células VERO, por meio de contagens e coloragao por Giemsa,;

3. Efetuar medidas comparativas de atividade fosfohidrolitica de preparacdes de

promastigotas e amastigotas;

4. Avaliacdo do mecanismo de agado dos compostos AAATs em formas
amastigotas intracelulares e livres, utilizando kits de deteccdo de espécie
reativa de oxigénio (ROS) e de concentragdo de ATP intracelular;

5. Quantificar espécies reativas de oxigénio (ROS) e 6xido nitrico (NO) em
sobrenadante de cultura de células infectadas com L. (V.) braziliensis apos

tratamento com os compostos AAATS;

6. Imunizacdo de camundongos BALB/c com as biomoléculas r-LiDominioB, r-
potDominio B e GST e desafio com promastigotas de L. (V.) braziliensis,
seguido de avaliacdo de lesdo, quantificacdo de parasitos de lesdo, e
quantificacédo de citocinas e anticorpos.
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