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RESUMO

Chamamos de leishporina uma citolisina que foi descrita pelo nosso grupo
inicialmente em L. amazonensis, mas cuja atividade citolitica foi também detectada em
L. major, L. panamensis e L. guyanensis (Noronha,1996; Noronha et al., 1996). A
atividade citolitica de L. amazonensis foi detectada em promastigotas e amastigotas, mas
toda a caracterizacdo desta atividade foi feita em promastigotas. Assim, nosso grupo
mostrou que promastigotas contém uma atividade litica capaz de lisar hemacias e células
nucleadas, incluindo o macrofago, a célula hospedeira do género Leishmania (Noronha
et al., 1996). Posteriormente, utilizando a técnica de patch-clamp, nosso grupo mostrou
que a lesdo celular causada pelo extrato do parasita € mediada pela formacgéo de poros
ndo seletivos na membrana-alvo, demonstrando que a citolisina de L. amazonensis é
uma citolisina formadora de poros, de onde veio o nome leishporina (Noronha et al.,
2000). O fato de parasitas do género Leishmania, causadores de diversas formas de
leishmaniose, possuirem uma molécula formadora de poros gera a questdo obvia de qual
seria a sua fungé@o. A resposta a esta questdo depende, no entanto, de conhecermos a
identidade da leishporina. Embora ja tenhamos determinado varias caracteristicas desta
citolisina e do seu mecanismo de acdo (Noronha et al., 1994; Noronha et al., 1996;
Noronha et al., 2000; Almeida-Campos & Horta, 2000), ndo sabiamos sobre sua
identidade molecular. Na busca dessa identidade, os resultados do presente trabalho
utilizamos duas abordagens diferentes que, além de nos apontar para algumas moléculas
candidatas a mediarem a atividade formadora de poros, elucidaram aspectos importantes
sobre 0s requisitos necessarios para que ocorra a lise. Assim, demonstramos que a
leishporina se liga as membranas alvo e sdo removidas do extrato por hemécias ou
lipossomos compostos de DPPC. Demonstramos ainda que o sitio de ligacdo da
citolisina e o requisito minimo para sua atuacdo sdo fosfolipideos das membranas-alvo.
Quanto a identificacdo da leishporina, utilizando técnicas de cromatografia, obtivemos
varias fragdes liticas de extratos ricos em membrana de promastigotas, onde se localiza a
leishporina. Algumas delas possuiam apenas lisofosfolipideos e em outras, havia
também proteinas, sendo que uma delas foi identificada como a HSP70 de L.
amazonensis. A ligacdo seletiva da leishporina em lipossomos de DPPC também
apontou para algumas proteinas como candidatas, sendo que uma delas, de PM por volta
de 48 kDa, possivelmente a gp46 que sabidamente se ligou aos lipossomos. Outras

proteinas que se ligaram aos lipossomos foram: a gp63, a beta-tubulina, a GAPDH, e
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uma de 80 kDa, ainda ndo identificada. A termolabilidade do extrato total, em
contraposicdo a termoresisténcia dos lisofosfolipideos bem como a termoresisténcia do
extrato tratado com proteinase K, nos fez hipotetizar que a leishporina seja um
complexo lipoprotéico cuja parte lipidica seria a responsavel pela atividade formadora
de poros e a parte protéica possa ser algumas das proteinas ja identificadas ou apenas
seu inibidor. Além disso, pela primeira vez, fomos capazes de visualizar, por
Microscopia de Forga Atbmica, estruturas pore-like na superficie de hemécias e de
filmes lipidicos derivados de lipossomos de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) lisados

pela leishporina.
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1-INTRODUCAO

1.1-O protozoério do género Leishmania: patogénese e ciclo de vida.

O género Leishmania pertence ao grupo de zooflagelados da Ordem
Kinetoplastida que sdo caracterizados pela presenca de uma massa de DNA evidente, o
cinetoplasto, localizada no interior de uma mitocondria grande. Dos cinetoplastideos, os
pertencentes a Familia Trypanosomatidae sdo parasitas intestinais de insetos e parasitos
intra ou extracelulares de vertebrados, podendo nestes se desenvolver no interior de
células do Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM), no caso do género Leishmania, ou
ainda viver no intersticio como observado em certas espécies do género Trypanosoma
(Ruppert & Barnes). Os tripanosomatideos possuem um flagelo Unico que emerge da
regido préxima ao cinetoplasto.

Agentes causadores das leishmanioses, as espécies de Leishmania sdo diversas.
Devido a controvérsias com relacdo a classificacdo, Lainson & Shaw, em 1987,
propuseram uma divisdo em dois sub-géneros, Leishmania e Viannia, baseada
principalmente no local de desenvolvimento no hospedeiro invertebrado e no
desenvolvimento do protozoério na pele de hamsters e em meio de cultura. Assim sendo,
no sub-género Viannia encontram-se as espécies do complexo chamado braziliensis
causadoras das leishmanioses cutanea e mucocutanea no Novo Mundo, sendo exemplos
a L. (V.) guyanensis e L. (V.) brasiliensis. O outro sub-género, chamado Leishmania
inclui as espécies do complexo donovani como a L. (L.) donovani e L. (L.) chagasi
responsaveis pela leishmaniose visceral no Velho e Novo Mundo, nesta ordem. No sub-
género Leishmania ainda encontram-se as espécies do complexo mexicana, representado
pelas espécies L. (L.) amazonensis e L. (L.) mexicana causadoras da leishmaniose
cutanea e cutanea difusa do Novo Mundo (Grimaldi & Tesh 1993; Lainson & Shaw,
1987).

A leishmaniose € uma doenga que apresenta amplo espectro de quadros clinicos,
gue podem variar de lesdes cutaneas até lesdes internas que podem comprometer o
funcionamento de drgdos, podendo, inclusive, levar & morte. A gravidade da infecgédo
varia de acordo com a espécie de Leishmania envolvida e depende também da resposta
imune do hospedeiro e da patogenicidade do parasita.

O ciclo de vida da Leishmania spp (Fig. 1) é do tipo heteroxeno, no qual um

inseto flebotomineo hematéfago fémea do Género Lutzomyia (no Novo Mundo) ou



Adaptadode:

www.med.sc.edu:85/

parasitology/Leishmania-le.gif

Figura 1 — Ciclo de vida de Leishimania spp. - As etapas
representadas no esquema acima sao as seguintes: 1) promastigotas
no inseto, 2) inoculagao de promastigotas; 3) multiplicacao de
amastigotas no interior do macrofago, 4) rompimento do
macrofago; 5) ingestao de células infectadas. 6) liberagao de
amastigotas; 7) transformacao em promastigotas; 8) multiplicagao

das promastigotas.



Phlebotomus (no Velho Mundo) pica um mamifero parasitado pelo protozoério e ingere,
no momento do repasto, células infectadas pelas formas amastigotas. Os parasitos
ingeridos, ainda que pouco numerosos, passam da forma amastigota para promastigota,
a qual é capaz de se multiplicar extraordinariamente por divisdo binaria no intestino do
inseto.

Existem duas teorias que tentam explicar o mecanismo de contagio do
hospedeiro vertebrado. A primeira presume que as formas promastigotas metaciclicas
(mais alongadas e extremamente infectantes) migram para a glandula salivar do inseto e
sdo inoculadas junto com a saliva que é liberada no local da picada. A segunda entende
que a multiplicacdo de promastigotas é tdo grande que chega a formar émbolos de
parasitos no proventriculo intestinal do inseto, o que impede o repasto sanguineo. Deste
modo, o inseto regurgitaria esse agregado de promastigotas as quais seriam entdo
fagocitadas pelas células do SFM dando continuidade ao ciclo.

No interior do hospedeiro invertebrado, as formas promastigotas passam ainda
por modificacbes morfoldgicas e bioquimicas antes de se tornarem infectantes. Esse
conjunto de transformacdes é conhecido como metaciclogénese.

Os mecanismos de penetracdo das promastigotas metaciclicas na célula
fagocitaria continuam objeto de controvérsia, podendo envolver uma série de moléculas,
mecanismos de facilitacdo da fagocitose e até penetracdo ativa. Uma vez interiorizado
no macréfago, o parasita vive em um compartimento membranoso chamado vacuolo
parasitéforo, formado ap6s a fusdo de lisossomos com o vaclolo fagocitico. E no
interior desse vacuolo, de pH &cido e contendo diversas proteases, que se da a
diferenciacdo das formas promastigotas para as formas amastigotas, as quais se
reproduzem e, eventualmente, rompem a membrana do vacuolo parasitoforo e do
préprio macréfago. Ganhando o intersticio, as amastigotas sdo fagocitadas por outras
células, amplificando a infecgcdo. N&o se sabe ao certo como ocorre a etapa de ruptura do
vaclolo parasitéforo e do macrofago. Em geral, assume-se, baseado em evidéncias
visuais, que a replicacdo irrestrita das amastigotas é a causa direta da ruptura celular
(Wilson & Pearson, 1990; Liew & O’Donnel, 1993; Bray, 1987 ¢ Handman, 1999).
Também por evidéncias visuais, é sugerido ainda que as amastigotas sejam liberadas por
exocitose, com discreta contragdo da membrana, mas sem ruptura celular (Rittig &
Bogdan, 2000).



1.2-A leishporina - caracteristicas gerais e interacdo com a bicamada

lipidica.

Em trabalhos anteriores, nosso grupo descreveu uma atividade hemolitica em
promastigotas e amastigotas de L. amazonensis que danifica a membrana de macréfagos
por formar poros transmembranas (Noronha et al., 1994; Noronha et al., 1996; Noronha
et al., 2000 e Horta, 1997). Uma vez que a atividade citolitica do extrato € sensivel ao
calor e ao tratamento com tripsina, caracterizamos essa citolisina como uma proteina
formadora de poros e a nomeamos leishporina (Noronha et al., 2000; Horta, 1997).

A leishporina foi inicialmente caracterizada em L. amazonensis, espécie
causadora da leishmaniose cutdnea e mucocutanea no Novo Mundo. No entanto, a
atividade hemolitica da leishporina, embora em niveis e formas diferentes, também foi
mostrada em promastigotas de L. major, L. guyanensis e L. panamensis (Noronha et al.,
1996). Uma caracteristica interessante da leishporina é que ela possui atividade 6tima
em pH &cido de 5,5 e na temperatura de 37°C, mas também ¢ litica em temperaturas
mais baixas de 25°C e em pH neutro. Devido a sua atividade 6tima, ela pode agir com
toda a poténcia no interior do fagolisossomo de macrofagos, cujo pH é acido
(Burchmore & Barrett, 2001) e, assim, postulamos que ela possa estar envolvida na
liberacdo das amastigotas pelo rompimento da célula hospedeira (Noronha et al., 1994;
Noronha et al., 1996; Horta, 1997; Almeida-Campos et al., 2002). Esta funcdo foi
demonstrada para citolisinas de bactérias como Legionella pneumophila (Gao & Kwaik,
2000; Molmeret & Kwaik, 2002) e Listeria monocytogenes (Schnupf & Portnoy, 2007)
e ja foi sugerida para uma citolisina de T. cruzi, a Tc-Tox (Andrews & Whitlow, 1989;
Ley et al., 1990; Andrews et al., 1990). Contudo, outras possibilidades de atuacdo da
citolisina de Leishmania podem ser também: a inducdo de influxo de ions célcio,
aumentando e provocando a fagocitose pelos macréfagos no momento da invasdo da
célula hospedeira; a inducdo de vias apoptéticas no parasita que levariam a morte da
célula infectada e sua captacdo por outros macréfagos que seriam assim infectados;
formacdo de canais na membrana do vacuolo parasitéforo permitindo a captacdo de
nutrientes do citoplasma; ou a ruptura das hemacias digeridas pelo inseto vetor pelas

promastigotas permitindo a captacao de nutrientes dessas células.



1.3-Localizagdo, mecanismo de lise e ativacao.

Em promastigotas de L. amazonensis, a espécie mais estudada pelo nosso grupo,
a leishporina estd presente na fracdo de membranas do parasito, provavelmente no
interior de vesiculas membranosas (Noronha et al., 1996). Embora nédo saibamos se esta
citolisina é liberada, resultados preliminares mostram que ela pode ser secretada. A lise
mediada pela leishporina ocorre em pelo menos duas etapas distintas, nesta ordem,
como demostrado em hemécias: 1) ligagdo da citolisina @ membrana da celula-alvo,
etapa independente da temperatura, ocorrendo mesmo a 0 °C; 2) lise, propriamente dita,
que s6 ocorre em temperaturas mais altas e cuja temperatura 6tima de acdo é 37 °C
(Noronha et al., 1994; Noronha et al., 1996; Castro-Gomes et al., 2009). Resultados
anteriores, mostrando que os poros formados aumentam de tamanho com o tempo e com
a 0 aumento da concentragdo de leishporina, sugerem que esta etapa pode ser a de
insercdo e polimerizacdo de mondmeros na membrana-alvo (Noronha et al., 2000). Foi
ainda mostrado que, para lisar hemacias, a leishporina precisa ser ativada. Ha evidéncias
de que esta ativacdo ocorre pela remogdo de um oligopeptideo inibidor o que pode ser
alcancado tanto por agentes dissociantes como por proteases enddgenas ou exdgenas.
Resultados anteriores ainda sugerem que tanto a forma ativa como a forma inativa
podem se ligar a membrana da célula-alvo. No entanto, a lise s6 ocorre apds sua
ativacdo (Almeida-Campos & Horta, 2000; Almeida-Campos, 2001).

1.4-Interacdo com membranas lipidicas artificiais (lipossomos).

Foi demonstrado que lipossomos multilamelares (Almeida-Campos, 2001) ou
unilamelares (Castro-Gomes et al., 2009; Almeida-Campos et al., 2010) compostos de
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e colesterol sdo capazes de remover a atividade litica
dos extratos de L. amazonensis, 0 que nos indicou que a leishporina poderia ligar-se
diretamente a esses lipideos. Foi ainda mostrado que o extrato hemoliticamente inativo
ap6s a remocdo da atividade ainda pode ser ativado por proteases ou agentes
dissociantes sendo que essa nova atividade também pode ser removida pelos
lipossomos, sugerindo que formas inativas da leishporina presentes no extrato, ou estéo
em maior quantidade ou ndo se ligam eficientemente aos lipossomos e que a ativacao da

leishporina possivelmente expde em sua molécula sitios de ligacdo a lipideos.



1.5-Moléculas formadoras de poros - definicdo e aspectos gerais da

interacdo com a bicamada lipidica e dos mecanismos de lise.

1.5.1-Definicdo - Fungbes — Ocorréncia nos diferentes

organismos.

As moléculas formadoras de poros mais conhecidas sdo proteinas ou peptideos.
No entanto, algumas classes de lipideos sdo capazes de formar poros detectaveis por
patch-clamp em membranas celulares mimetizando a acdo de proteinas formadoras de
poro classicas (Wilson-Ashworth et al., 2004). Essas moléculas interagem com a
bicamada lipidica formando canais transmembrana que permitem a passagem de ions e
de moléculas pequenas. Proteinas formadoras de poros (PFPs) estdo envolvidas em
alguns processos bioldgicos importantes como comunicacgdo celular, lise e apoptose e
sdo recorrentes em varios organismos desde virus, bactérias e protozoarios até os
vertebrados (Bhakdi & Tranum-Jensen, 1988; Ludwig, 1996; Ojcius & Young, 1990;
Horta, 1997; Zitzer et al., 1997; Almeida-Campos et al., 2002). PFPs estdo presentes na
composic¢do de varios venenos e toxinas, no sistema imune de varios organismos, sendo
também produzidas por varios patdgenos intra e extracelulares. Atualmente ha cerca de
300 PFPs descritas e, dentre essas, estima-se que um ter¢o aja rompendo membranas
(Parker & Feil, 2005), contudo, vérias outras funcGes tém sido atribuidas a essas
moléculas (Almeida-Campos et al., 2002).

Sob este aspecto, as PFPs podem, de modo geral, ser reunidas em alguns grupos
principais. Ha PFPs cujas fungdes estdo relacionadas a defesa contra patogenos ou
agressores. Fazem parte desse grupo a perforina de linfécitos T citotoxicos e células NK
e 0 componente C9 do sistema do complemento presente no sistema imune dos
mamiferos, os cnidoporos dos cnidarios, as PFPs que integram a composi¢do de alguns
venenos de insetos e aracnideos e as PFPs de anelideos e de alguns vegetais do género
Passiflora (Yuldasheva et al., 2005). Ha ainda PFPs com fungdes possivelmente
relacionadas a alimentacdo, entre as quais podemos citar como exemplo o amebaporo de
Entamoeba histolytica, protozoario patogénico causador da amebiase humana, ja que
essas proteinas parecem ajudar na digestdo de bactérias que sdo a principal fonte
alimentar deste protozoario (Leippe, 1997; Andra et al., 2004), e as PFPs encontradas

em salivas de alguns insetos hematofagos como Triatoma infestans (Amino et al., 2002)



que parecem estar envolvidas na digestdo das células ingeridas por estes insetos ou que
podem ainda atuar no momento do repasto facilitando o aporte de sangue.

PFPs podem ainda ser uma arma para assegurar a competitividade, o bom
desempenho e o sucesso de um organismo ao explorar seu nicho. Alguns organismos
parecem utiliza-las para impedir a aproximacao ou crescimento de competidores ou para
evadir de um determinado local e explorar outro quando o meio se torna hostil ou
saturado. Neste grupo podemos citar as PFPs produzidas por algumas bactérias
intracelulares dos géneros Legionella, Yersinia, Listeria e Neisseria (revisto por
Almeida-Campos et al., 2002) que parecem facilitar a sobrevivéncia desses organismos
ao induzir a entrada na célula hospedeira ou seu escape desta, possibilitando a evasdo
dos mecanismos de defesa de seus hospedeiros. Nesse sentido a listeriolisina O de
Listeria monocytogenes apresenta-se como um exemplo classico. Ja foi demonstrado
que essa proteina tem um papel central no ciclo de vida intracelular dessa bactéria
(Schnupf & Portnoy, 2007), sendo responsavel pela ruptura do fagolisossomo, etapa
fundamental da infeccdo que libera a bactéria para o citosol, local onde ocorre sua
replicacdo. A criacdo de canais transmembrana em vacuolos parasitoforos,
possibilitando a captura de micronutrientes pelos parasitas que vivem nesses
compartimentos, é outra interessante funcdo que vem sido atribuida & PFPs. PFPs
podem ainda induzir a célula hospedeira a entrar em apoptose matando-a como
verificado em infeccBes por Salmonella e Shigella, possivelmente possibilitando que a
bactéria invada outra célula quando ha escassez de nutrientes (Lundberg et al., 1999;

revisado por Almeida-Campos et al., 2002).

1.5.2-Ligacao, formacéo e estrutura dos poros.

O mecanismo de formacéo de poros na membrana-alvo ocorre de modo geral em
trés etapas, ndo necessariamente nessa ordem: 1- ligacdo de monémeros na membrana-
alvo; 2- oligomerizacao; 3- insercdo do poro (revisto por Parker et al., 2005). O tamanho
do poro, bem como sua seletividade e estrutura variam de acordo com a PFP. Do ponto
de vista estrutural as PFPs podem ser reunidas em dois grupos: os da a-PFPs e os da 3-
PFPs, sendo que as primeiras formam poros compostos de uma grande quantidade de
hélices transmembranas e as segundas sdo conhecidas por tenderem a possuir uma
grande quantidade de folhas beta e seus poros geralmente seguem o padrao estrutural do

tipo B-barril. S&o exemplos de o-PFPs as colicinas de E. coli, as proteinas apoptoticas



da familia Bcl-2 e a equinatoxina da anémona Actinia equina. No grupo das B-PFPs
podemos citar a aerolisina, toxina produzida por bactérias gram-negativas do género
Aeromonas, a a-hemolisina de Staphylococcus aureus, a toxina antraz de Bacillus
anthracis e a perfringolisina de Clostridium perfringens (Gouaux, 1997; Parker & Feil,
2005).

Com o avanco dos estudos das PFPs, principalmente no que se refere a
purificacdo, sequenciamento, clonagem e cristalografia dessas proteinas muito vem
sendo descoberto acerca de como essas proteinas interagem com as bicamadas lipidicas.
De um modo geral parece que a composi¢do das membranas tem papel fundamental na
ligacdo dessas proteinas e na formacdo de seus poros. HA PFPs que necessitam da
presenca de um receptor protéico na superficie de sua célula-alvo como a aerolisina de
Aeromonas hydrophila e a toxina inseticida CrylllA de Bacillus thuringiensis. Outras
independem de proteinas, mas a composic¢do lipidica da membrana muitas vezes parece
ser fundamental para a sua acdo (Parker & Feil, 2005). H& um consenso entre 0s
pesquisadores ao agrupar as PFPs como dependentes e independentes do colesterol
(Tweten, 2005). Para algumas citolisinas, o colesterol parece ser muito importante para a
lise como é o caso da perfringolisina produzida por Clostridium perfringens (Nakamura
et al., 1995; Heuck et al., 2000; Czajkowsky et al., 2004) e a pneumolisina produzida
pela bactéria causadora de pneumonia e meningite humana Streptococcus pneumoniae
(Tilley et al., 2005). A ligacdo dos monémeros dessas duas citolisinas a membrana alvo
esta diretamente associada a uma alca rica em triptofano que interage diretamente com o
colesterol. Apos a oligomerizacdo forma-se uma estrutura em forma de anel, o pré-poro,
qgue ao passar por mudancas conformacionais dependentes de temperatura sofre um
colapso vertical e se insere na membrana permeabilizando-a. Ainda neste grupo, extratos
de Passiflora quadrangularis apresentam atividade hemolitica que parece ser devida a
presenca de uma PFP e ensaios com lipossomos demonstraram que a ligacdo desta
proteina a membranas ndo ocorre na auséncia de colesterol (Yuldasheva et al., 2005).
Vibrio cholerae, bactéria causadora do colera, expressa uma PFP cuja capacidade de
permeabilizar lipossomos € também dependente da presenca de colesterol (Zitzer et al.,
2000). O papel do colesterol para a lise é ainda alvo de muita discussdo. Alguns autores
acham que o colesterol é importante somente para a ligacdo dos monémeros, outros
acreditam que o colesterol é preponderante no momento da insercdo do poro e na lise
propriamente dita (Tilley et al., 2005). Fato é que essas diferencas de interacdo variam

de acordo com a citolisina e com suas respectivas membranas-alvo. E interessante notar



que muitas PFPs de bactérias patogénicas agem de modo dependente de colesterol. Para
um procarionte, que ndo possui colesterol em suas membranas, produzir uma PFP
dependente de colesterol pode ser um eficiente mecanismo de protecdo contra a autolise
e a0 mesmo tempo um perfeito enderecamento dessas para células eucariontes. No
grupo de PFPs que agem independentemente da presenca de colesterol nas membranas
de células-alvo, podemos citar a hemolisina Shla de Serratia marcescens (Hertle, 2002),
as colicinas de E. coli, a equinatoxina de Actinia equina e a aerolisina produzida por
algumas bactérias do género Aeromonas (Parker & Feil, 2005) e as PFPs de protozoarios
como o0s amebaporos e naegleriaporos produzidos pelas amebas Entamoeba histolytica e

Naegleria fowleri, respectivamente (Andrd et al., 2004), entre outras.

1.5.3-Ativacao de precursores inativos.

Um aspecto interessante no mecanismo de agdo das PFPs é que, para
permeabilizar membranas, muitas vezes elas precisam ser ativadas como ocorre com a
PFP da ameba de vida livre causadora de uma meningocefalite humana, Naegleria
fowleri, (Herbst et al., 2004) e com PFPs de varias bactérias como a aerolisina de
Aeromonas hydrophila. Essas PFPs séo produzidas sob a forma de precursores inativos e
podem ser ativadas e/ou potencializadas por digestdo proteolitica. O processo de
ativacdo pode envolver também uma etapa de remocdo de um peptideo inibidor como
observado para a aerolisina de Aeromonas hydrophila ou processamento proteolitico
sitio-especifico como observado nas PFPs de Naegleria fowleri (Herbst et al., 2004). A
a-toxina de Clostridium septicum é também ativada por digestdo proteolitica de um
precursor inativo e, além disso, a ativacdo desta molécula s6 é completa apds a remogéo
de um peptideo inibidor (Ballard et al., 1993). Tais processos de ativacdo, possivelmente
expdem nessas moléculas sitios hidrofébicos que passam a interagir mais fortemente
com as membranas alvo.

Proteinas citoliticas variam muito em relacdo ao tamanho nos diferentes
organismos, podendo ser proteinas de alto peso molecular como as PFPs de algumas
bacterias, formando grandes complexos protéicos partindo de monémeros de alto peso
molecular, até peptideos muito pequenos que apresentam atividade formadora de poros.

Os peptideos antimicrobianos, AMPs, representam hoje um fértil campo de
pesquisa, atuando como formadores de poros que desestabilizam as membranas de

bactérias, apresentando também atividade hemolitica. Sdo exemplos desses peptideos a



melitina de Apis melifera e alameticina do fungo Trichoderma viride. Como exemplos
de peptideos formadores de poros de protozoarios, temos 0 naegleriaporo e amebaporos
das amebas Naegleria fowlery e Entamoeba histolytica, respectivamente, que
apresentam peso molecular em torno de 5 kDa. Em outros organismos, no entanto,
podemos encontrar peptideos formadores de poros bem menores como a piscidina,
peptideo formador de poros do sistema de imunidade inata de alguns peixes (Campagna
et al., 2006) que apresentam 22 residuos de aminoacidos e a temporina, um peptideo
citolitico de apenas 13 residuos de aminoacidos da rda Rana temporaria que possui
atividade hemolitica (Mangoni et al., 2005).

O fato de naegleriaporo e amebaporo serem ativadas por digestdo proteolitica
sugere que essas moléculas, uma vez ativas, sejam resistentes a prote6lise. Esta hipotese
parece plausivel uma vez que, mesmo apos o tratamento com proteinase K, os peptideos
derivados da a-toxina de Staphilococcus continuam apresentando atividade litica e,
além disso, sdo mais resistentes aos processos desnaturantes do que as proteinas que 0s
originaram (Palmer et al. 1993). Este mesmo processo de ativacdo e resisténcia a
atividade proteolitica é observado para a toxina Cry de Bacillus thuringiensis ja que uma
vez que atingem o trato digestivo dos insetos, sofre digestdo por enzimas proteoliticas
do préprio inseto, 0 que as torna ativas e capazes de mata-los logo em seguida (Haider et
al. 1986).

No caso de parasitas intracelulares, que estdo sob constante ataque de enzimas
proteoliticas vindas do hospedeiro, ou mesmo das amebas parasitas do trato intestinal
gue vivem em um meio rico em proteases, a producdo de moléculas citoliticas
resistentes a proteodlise torna-se um imperativo para que essas citolisinas consigam
realizar as funcGes para as quais foram evolutivamente selecionadas. A leishporina de L.
amazonensis é também um exemplo de citolisina que precisa ser ativada para formar
poros (Almeida-Campos, 2001). Ha evidéncias de que a citolisina inativa esteja ligada
ndo covalentemente a um oligopeptideo inibidor que pode ser removido tanto por
agentes dissociantes quanto por protedlise (Almeida-Campos, 2001; Almeida-Campos et
al., 2010).
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1.5.4-Compostos ndo protéicos com atividade formadora de

poros.

Existem ainda relatos de uma série de compostos ndo protéicos com atividade de
formacdo de poros confirmada. Um exemplo de molécula ndo protéica com capacidade
de formar poros que mimetizam poros protéicos sdo os lisofosfolipideos: moléculas
anfipaticas geradas por acdo da degradacdo dos fosfolipideos. Estes compostos sdo
intermediarios metabdlicos estaveis que podem levar entre outros a lise coloido-
osmotica de hemacias, ao influxo de ions calcio em células e a ruptura celular (Sarker et
al., 2010, Zhou et al., 2006, Shimuta et al., 2009; Ogita et al., 1997). Estes compostos
apresentam altissima atividade litica e os poros por eles produzidos podem ser
detectados pelo ensaio de patch-clamp (Wilson-Ashworth et al., 2004).
Lisofosfolipideos foram ainda caracterizados como os mediadores da lise por contato
provocada por tripomastigotas de Trypanosoma cruzi em eritrocitos incubados com o
parasita (Lujan & Bronia, 1994). Baseando-se nos no que foi encontrado pelos grupos
acima citados € possivel que a lise seja por formacdo de poros, embora isto ndo tenha
sido demonstrado pelos autores. Outro exemplo de lipideos catidnicos capazes de formar
poros em biomembranas séo os chamados BHHD-TADC and BHTD-TADC cujos poros
sdo formados de maneira 6tima em pH 6,5 (Chanturiya et al., 2003). Além disso
compostos aromaticos como oligoamidas macrociclicas, sais poliméricos de
alquilpiridinio, compostos inorganicos como o lantanideo gadolineo (cujos poros foram
inclusive demonstrados por microscopia de forca atbmica) e alguns glicofosfolipideos,
entre outros, tem sido reportados na literatura como apresentando atividade formadora
de poro (Helsel et al., 2008; McClelland et al., 2003; Cheng et al., 1999; Pluzhnikov et
al., 2006).

1.6-Proteinas e peptideos formadores de poros em protozoarios

patogénicos.

Em protozoarios patogénicos, as PFPs parecem exercer um papel importante na
evasdo e na sobrevivéncia dos parasitas dentro do hospedeiro, podendo ter implicacfes
nas patologias provocadas por esses organismos (Horta, 1997; Almeida-Campos et al.,
2002). Entamoeba histolytica, j& mencionada anteriormente, além de utilizar os

amebaporos para a digestdo do conteudo alimentar, pode também secretar essas
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citolisinas (Young et al., 1982; M. Leippe, 1997; Hecht et al., 2004), que ja& foram
descritas como sendo um importante fator de viruléncia para este parasita (Bracha et al.,
2003). Dentre as PFPs de protozoarios, as mais bem caracterizadas s&o os amebaporos
Trata-se de 3 isoformas de uma molécula com 77 residuos de aminoacidos (Leippe et
al., Hecht et al., 2004). Também como j& mencionado, a naegleriaporo de Naegleria
fowleri, molécula que também parece estar envolvida nos danos teciduais presentes na
infeccdo, apresenta 3 isoformas de massas moleculares aparentes de 7, 10 e 13 kDa
(Herbst et al., 2004). Trypanosoma cruzi, 0 agente causador da Doenca de Chagas,
possui uma atividade litica cujo mecanismo é por formacdo de poros. Essa atividade
litica foi atribuida a uma citolisina chamada Tc-TOX, e algumas evidéncias sugerem que
possa estar envolvida no rompimento do vacutolo parasitéforo com consequiente escape
do parasita para o citoplasma. A Tc-TOX parece ter 0 peso molecular em torno de 70
kDa e apresenta similaridade antigénica com o C9 do sistema do complemento e com a
perforina de camundongo (Andrews & Whitlow, 1989; Andrews, 1990; Andrews,
1994). Outros protozoarios nos quais recentemente foi detectada a presenca de uma uma
familia de genes que codificam proteinas com dominios semelhantes ao da Familia de
Complexo de Ataque a Membranas e Perforina (MACPF-like domains) foram o
Plasmodium falciparum, um dos agentes causadores da malaria humana e o Toxoplasma
gondii agente causador da toxoplasmose humana (Kaiser et al., 2004; Ishino et al.,
2005). Ficou demonstrado que as proteinas codificadas por esta familia de genes se
localizam nos micronemas dos esporozoitos (regides secretorias importantes para a
infeccdo) e que eram fundamentais para o sucesso de um dos passos cruciais da infecgéo
por esses protozoarios: a travessia do endotélio dos capilares sinuséides pelos
esporozoitos com posterior infeccdo dos hepatdcitos no caso de P. falciparum (Ishino et
al., 2005) e na ruptura dos vactolos e das células hospedeiras no caso de T.gondii
(Kafsack et al., 2009). A tabela 1 resume as principais caracteristicas de PFPs ja

descritas em protozoarios.
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TABELA 1 - PFPs de Protozoarios - Caracteristicas e Fungdes.

Protozoario

PFP — Caracteristicas

Func¢do/Consequéncia

Entamoeba histolytica
. Young et al. (1982)
. Hecht et al. (2004)

amebaporo
. localizadas em vesiculas
citoplasmaticas

Citolise mediada por contato
Lesdo tecidual
Alimentacéo (?)

. Leippe (1997) . pH 6timo = 4cido Defesa (?)
- Leippe et al. (1991) .~5kDa

. tamanho do poro =2 nm
Naegleria fowlery naegleriaporo Citolise

. 'Young & Lowrey (1989)
. Herbst et al. (2004)

. 10-13 kDa

. termorresistente

. pH 6timo = 4cido

. associada a membrana

Meningo-encefalite com alto
grau de les&o tecidual
Alimentacéo (?)

Defesa (?)

Trypanosoma cruzi
. Andrews (1990)
. Andrews (1994)

. Manning-Cela et al. (2001)

Tc-TOX/LYTL (?)

.~ 70 kDa

. antigenicamente homologa
ao C9

. secretada por amastigotas

. pH 6timo = 4cido (inativa em

Evasdo do fagolisossoma —
persisténcia do parasita dentro
da célula (?)

pH neutro)
. tamanho do poro =~ 10 nm
Leishmania amazonensis leishporina Ruptura do macréfago —
. Noronha et al. (1994) . termolébil leséo tecidual e amplificacéo

. Noronha et al. (1996)

. Horta (1997)

. Noronha et al. (2000)

. Almeida-Campos & Horta
(2000)

. Almeida-Campos et al.
(2002)

. secretada por promastigotas (?)
. antigenicamente similar
ao C8eao C9
. pH 6timo = &cido (5,5)
. temperatura étima = 37 0C
. tamanho do poro = variavel
. precisa ser ativada

da infeccéo (?)

Plasmodium falciparum
. Kaiser et al. (2004)
. Ishino et al. (2005)
. Ecker et al. (2007)

Pf-MACPF

. encontrada nos micronemas
. similar as proteinas do
complexo de ataque a
membranas e perforina
(MACPF)

Travessia do endotélio.
Infeccdo do intestino do
mosquito vetor.

Toxoplasma gondii
Kafsack et al. (2009)

Tg-PLP
.encontrada nos micronemas
.similar a MACPF.

Ruptura do fagolisossomo e da
célula hospedeira.
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1.7-Justificativa, objetivos e abordagens.

A leishmaniose, a malaria, a amebiase e a doenca de Chagas, moléstias da mais
alta importancia em salde publica, sdo responsaveis pela morte e invalidez de milhGes
de pessoas a cada ano e sobrecarregam 0s servicos de salde publica, na maioria das
vezes ineficazes. A compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos na biologia
destes organismos pode oferecer informacdes preciosas para a descoberta de alvos para
tratamento. As citolisinas formadoras de poros podem ser moléculas fundamentais que
podem permitir a esses organismos a invasdo de células e tecidos, a evasdo dos
mecanismos antimicrobianos e o escape aos mecanismos imunolégicos.

A presenca de uma citolisina formadora de poros no género Leishmania instiga-
nos em varios aspectos. O primeiro deles refere-se a sua funcio. E nosso objetivo, em
meédio prazo, determinar a fungéo da leishporina no ciclo vital do parasita. A busca da
funcdo remete-nos a um aspecto adjacente, que se refere ao seu envolvimento na
patogenidade do parasita. Por ser uma molécula formadora de poros é bem possivel que,
como outras de fungdes conhecidas, ela seja um fator de viruléncia para o parasita. Por
sua caracteristicas de ter atividade 6tima em pH acido e a 37 °C, uma de nossas
hipbteses € que a leishporina possa estar envolvida no rompimento do macréfago, com
liberacdo de novas amastigotas infectantes, o que seria um elemento de amplificacdo da
infeccdo, etapa do ciclo até hoje pouco compreendida. Outro aspecto refere-se ao seu
mecanismo de acdo. Ja temos alguns dados sobre o seu modo de a¢do, mas Vvarios outros
requerem investigacdo. O estudo e a compreensao de seus mecanismos de atuacdo sdo
particularmente interessantes, ja& que podem dar pistas importantes a respeito dos
mecanismos de infeccdo e da patogenia do parasita. Um aspecto mais geral, mas
também importante é que citolisinas formadoras de poros vém sendo muito estudadas
por suas acles tumoricidas e antimicrobianas. Um maior conhecimento sobre a
leishporina, o estudo de sua estrutura e a compreensédo de seu mecanismo de agéo
poderéo ser importantes para eventual aplicagcdo desse conhecimento. Outro aspecto que
nos instigava era que, nosso grupo ja havia demonstrado por patch clamp, que a citolise
mediada pela leishporina € por formacao de poros. No entanto, até 0 momento néo havia

sido possivel visualizar essas estruturas na membrana lisada.
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Praticamente toda a caracterizacdo da leishporina, incluindo os resultados deste
trabalho, tem sido feita em fraches de promastigotas ricas em membranas, onde se
localiza a leishporina. Um estudo mais detalhado da citolisina e de sua fungdo na
biologia do protozoario depende diretamente de sua identificagdo molecular e da
determinacéo de sua sequiéncia de aminoacidos. Isto que possibilitara a caracterizacao de
sua molécula, e desenhar estratégias para seu posterior estudo funcional. Assim, o
objetivo primario deste trabalho foi o de purificar a(s) molécula(s) que chamamos
leishporina. O fato de ela se ligar a membranas celulares nos fez tentar inicialmente
obter a(s) molécula(s) pura(s) ou semi-pura(s) utilizando membranas artificiais como
lipossomos para a sua captura seletiva. Durante nosso trabalho com os lipossomos,
varias perguntas foram sento colocadas e varios aspectos sobre a interacdo da
leishporina com membranas biolégicas e sobre a formacdo de poros foram sendo
esclarecidos, os quais também fazem parte deste trabalho. Além disso, utilizamos o
método convencional de purificagdo por cromatografia liquida para purificarmos a
leishporina.

De modo geral, seguimos 0s seguintes passos, ndo necessariamente na ordem
que estdo apresentados:

1 — Caracterizacao da ligacao da leishporina em células-alvo:

- requisito minimo para sua ligagdo a membrana para a lise da célula-alvo;

- demonstracdo de que entre as moléculas que se ligam a membranas e sdo co-
removidas com a atividade litica esta a leishporina.

2- Anélises do efeito da ativagdo da leishporina

- por dissociagéo

- por protedlise

3 — Analises das membranas lisadas pela leishporina por Microscopia de
Forca Atomica (Atomic Force Microscopy - AFM)

- hemécias

- lipossomos

4 — Purificagdo da leishporina a partir de extratos ricos em membranas de
promastigotas:

- por remocdo seletiva das moléculas co-removidas com a atividade litica por
lipossomos.

- por cromatografia liquida em FPLC e HPLC.
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2-MATERIAL E METODOS

2.1- Cultivo e estogque de promastigotas.

A espécie de leishmania utilizada neste trabalho foi a L. amazonensis, cepa PH8,
cddigo internacional IFLA/BR/67/PH8. As amostras preservadas em nitrogénio liquido
eram descongeladas e inoculadas em meio de cultura Schnneider (Sigma Chem. Co.)
acrescido de 10 % v/v de soro fetal bovino. O crescimento dos parasitas era
acompanhado ao microscopio invertido (Olympus IMT, Téquio, Japédo) para verificar a
auséncia de contaminagédo. Os parasitas utilizados eram colhidos preferencialmente no
quinto dia de cultivo, onde alcancavam seu ponto maximo de crescimento e onde a
atividade hemolitica ¢ maxima (Noronha et al., 1996). A contagem das promastigotas
era feita utilizando uma pequena aliquota retirada das garrafas de cultura. Essa aliquota
era diluida num determinado volume de ISOTON (&cido citrico 0,05 M, NaCl 0,12 M,
formaldeido 0,5 % v/v, pH 7,2), 10 uL dessa dilui¢cdo eram entdo aplicados em camara
hematocimétrica de Neubauer (C. A. Hausser & Son, Philadelphia, USA) e a contagem
das promastigotas era feita em microscépio 6ptico com aumento de 400 vezes. A média
aritmética dos quatro quadrantes para contagem de leucdcitos era obtida e multiplicada
pelo inverso da diluicdo e novamente multiplicada por 10% o fator de correcdo do
volume da camara. Ao final era obtido o nimero de parasitas por mL de cultura. O
nimero maximo de passagens que as promastigotas foram submetidas foi dez, pois se
sabe gque quando mantidas em cultura in vitro por um longo tempo, esses parasitas
perdem algumas de suas caracteristicas, incluindo a viruléncia. Apds serem lavadas
cinco vezes com PBS, os parasitas eram guardados em aliquotas de 1 x 10° parasitas e

congeladas a — 80 °C.
2.2- Preparo dos extratos.

Aliquotas de 2 x 10° promastigotas de L. amazonensis eram ressuspendidas em
tampdo acido bérico-NaOH 50 mM pH 7,0. Essa suspensao era entdo submetida a cinco
ciclos de congelamento-descongelamento em N liquido e banho-maria 37 °C para
rompimento dos parasitas. Esse extrato total era entdo submetido a uma centrifugacéo a

1000 g durante 5 minutos para sedimentacdo dos nucleos e parasitas integros. O
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sobrenadante, o extrato total, era entdo transferido para outro tubo Eppendorf e
centrifugado durante uma hora a 10.000 g para se obter uma fragéo rica em membranas.
Em seguida o sobrenadante era desprezado o sedimento era ressuspendido para o
volume inicial, acrescido de 0,4 % de CHAPS ({3-[(3-colamidopropil)-dimetil-aménio]-
1-propanosulfato}) (Sigma), concentracdo sub-litica para as hemaécias, e incubado por 1
hora a 4 °C com agitacdo ocasional. Depois desse tratamento, a fracdo de membranas
solubilizada era novamente centrifugada a 10.000 g e o sobrenadante, o extrato da fragéo
de membranas solubilizado (Ext-ms) era entdo utilizado em todos os experimentos. Os
extratos utilizados para as cromatografias eram preparados na presenca de um coquetel
de inibidores de proteases (Proteasis Inhibitor Mix GE Health Care) e EDTA 20 mM,
para a inibicdo das metaloproteases muito abundantes nesses parasitas.

2.3- Determinacéo da atividade hemolitica.

2.3.1- Padronizacéo de hemacias.

Hemacias humanas eram colhidas e mantidas diluidas em solucdo preservativa
de Alsever (glicose 100 mM, citrato de s6dio 30 mM, NaCl 70 mM, pH 6,0) na
proporcdo 1:3, onde ficavam guardadas a 4 °C por até trés semanas. Antes de serem
utilizadas em ensaios as hemacias eram lavadas trés vezes com PBS. O numero de
células era determinado de modo indireto pela liberacdo da hemoglobina na lise em
agua. Apos a ultima lavagem, 100 pL do sedimento de hemacias eram colocados em 900
puL de PBS e 100 pL dessa nova suspensdo eram colocados em 1400 pL de agua
destilada para rompimento das células. O produto da lise era entdo lido a 545 nm e a
densidade dptica era utilizada para determinar o ndmero de hemacias, sabendo que

0,700 unidades de absorbancia correspondem a 1 x 10° hema4cias.

2.3.2- Ensaios hemoliticos.

A atividade hemolitica dos extratos ou fracGes era determinada fazendo-se a
diluicdo em série (1:2) do mesmo em placa de micro-ensaio Nunc (Dinamarca). Apos a
diluicdo, 200 pL de tampdo acetato (tampdo acetato de sédio-acido acético 20 mM, pH
5,5 com 150 mM de cloreto de sédio) contendo 5 x 10% hemécias eram acrescentados em

cada compartimento. ApoOs incubacdo de 30 minutos a 37 °C a placa era entdo
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centrifugada por 10 minutos a 500 g para sedimentar as hemacias ndo rompidas. A
hemoglobina liberada no sobrenadante era lida em placa de fundo chato Nunc a 414 nm,
em leitor de ELISA (Spectra Max, Molecular Devices). Para os calculos de porcentagem
de lise, a quantidade total de hemoglobina liberada era obtida provocando-se a lise da
mesma quantidade de hemécias de cada compartimento com 10 pL de solugéo de Triton
X-100 a 0,25 %. Eram ainda reservados compartimentos que continham somente as
hemécias e tampdo para se fazer o controle da lise espontanea que era sempre deduzida
dos resultados. A lise espontanea de todos os experimentos aqui relatados nunca
ultrapassou 6%. Os resultados foram expressos em graficos onde, no eixo das abscissas
foram expressos os fatores de diluicdo dos extratos do parasita e no eixo das
coordenadas as porcentagens de lise. Cada experimento era feito em duplicata e o0s
resultados apresentados sdo provenientes de um experimento representativo repetido
pelo menos trés vezes. Alguns experimentos foram feitos utilizando-se apenas o
primeiro ponto de diluigdo sob diferentes tratamentos, obtendo-se assim resultados que
variam de 0 a 100% de hemdlise para este ponto. Eventualmente, Ext-ms foi tratado
com o agente dissociante cloreto de guanidina (g-HCI) antes ou depois de sua interacdo
com hemacias, tratamento que ativa a citolisina. Ext-ms também fervido para realizacao
de alguns experimentos.

Em outros experimentos, Ext-ms era incubado na presenca de diferentes
concentracdes de Proteinase K (Sigma) (50, 100, 200 ou 500 pg/mL) por cerca del8

horas a 37 °C, antes da realizacdo do ensaio hemolitico.

2.3.3- Ensaios de inibicdo da atividade litica por DPPC e

Colesterol.

Ext-ms foram tratados com quantidades crescentes de DPPC ou Colesterol (0 —
0,25 -1 -5-10 - 50 pg/mL) preparados em solucéo etandlica. Depois de 10 minutos
de incubacdo a temperatura ambiente o extrato era entdo ensaiado para se verificar a
inibicdo da atividade litica. Experimentos controles eram realizados utilizando somente
a quantidade equivalente de etanol aportada para cada extrato e ndo tiveram nenhum

efeito na atividade litica.
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2.3.4- Ensaios de geracao de atividade hemolitica.

Os experimentos de geracdo de atividade hemolitica eram feitos incubando-se o
Ext-ms durante 18 horas a 37 °C ou adicionando-se 500 mM de cloreto de guanidina (g-
HCI), agente dissociante, tratamentos que ativam a citolisina pela digestdo de um
oligopeptideo inibidor ou por sua dissociacdo da molécula litica (Almeida-Campos,
2001; Almeida-Campos et al., 2010). ApOs esses tratamentos, 0 extrato era ensaiado
para verificar o aumento da atividade hemolitica. Em alguns experimentos esse ensaio
era feito na presenca de 10 mM do inibidor de serino-proteases PMSF diluido em etanol

ou de etanol apenas, como controle.

2.3.5- Preparo de lipossomos unilamelares.

Os lipossomos utilizados neste trabalho foram preparados sob a supervisao do
Prof. Dr. Frédéric Frézard. Foram preparados lipossomos unilamelares compostos de
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) ou dioleoilfosfatidilcolina (DOPC), contendo ou nao
colesterol, segundo protocolo abaixo adaptado de Frézard, 1999.

L o-dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) ou dioleoilfosfatidilcolina (DOPC) (30
mM) com ou sem colesterol (20 mM) eram dissolvidos em cloroférmio dentro de um
baldo de vidro contendo pérolas de vidro que era conectado a um evaporador giratorio
com temperatura do banho de 45-50°C. Formava-se nesta etapa um filme lipidico na
superficie interna do baldo de vidro. Adicionava-se entdo PBS em quantidade necessaria
para o volume final calculado e a suspensdo formada era submetida a 10 ciclos de
congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido. Nesta etapa ja se formavam
vesiculas grandes e multilamelares que ndo nos interessavam. A suspensdo era entdo
impulsionada por pressdo, através de um gas inerte, a entrar dentro de uma camara
extrusora por onde passava por um filtro de 0,2 um. Este procedimento era repetido
cerca de 10 vezes. Nesta etapa formavam-se as vesiculas menores que eram, em seguida,
filtradas através de um novo filtro de mesmo tamanho, mas em condicGes estéreis para
que, enfim, a suspensdo pudesse ser estocada. Assumia-se entdo que os lipossomos
obtidos tinham tamanho igual ou inferior a 0,2 um.

Para alguns experimentos, utilizamos lipossomos contendo calceina encapsulada.
Os filmes lipidicos eram feitos da mesma forma que para os lipossomos anteriores, a

excecdo do colesterol, pois preparamos lipossomos de DPPC sem colesterol e com
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concentracdes crescentes de colesterol 10, 15, 20 e 30% desse lipideo em relacdo ao
DPPC. Ao tubo contendo o filme lipidico eram acrescentados 800 uL de uma solucéo de
calceina 0,075 M (Sigma) que eram entdo submetidos a agitagdo em vortex por cerca de
3 minutos e colocado em banho-maria a 45-50 °C, alternando-se a agitacdo e o banho-
maria até que todo o filme lipidico se hidratasse; a suspensdo formada era entéo
submetida a ultrasonicacdo utilizando-se 20 % da poténcia total do aparelho sonicador
(Sonics Vibra-Cell, USA), ap6s o que, os lipossomos eram formados. Logo antes de ser
utilizada, essa suspensdo era submetida a uma filtragdo em gel Sephadex G50 DNA
Grade (Amersham), para a obtencdo apenas de lipossomos com calceina encapsulada e
ndo fluorecente. A coluna era previamente equilibrada com tampao acetato (tampao
acetato de sodio-acido acético 20 mM, pH 5,5 com 150 mM de cloreto de sodio), o
mesmo a ser utilizado nos experimentos que se seguiriam. Depois de equilibrada, eram
inoculados na coluna 80 uL da suspensédo de lipossomos que eram entdo impulsionados
com 200 uL de tampéo acetato, a fracdo ndo fluorescente e contendo os lipossomos com

calceina encapsulada era coletada nos primeiros 100 pL.

2.3.6- Remocdao da atividade litica por hemaécias ou lipossomos.

Para verificar se hemécias eram capazes de remover a atividade hemolitica do
extrato, 10 uL de Ext-ms diluidos em 200 uL de tampédo acetato eram submetidos a
incubagdo por tempos variados e no gelo com 2, 5, 10 ou 20 x 10® hemécias. Apos
sedimentar essas células, os sobrenadantes obtidos eram transferidos para microplaca,
acrescidos de 5 x 10° novas hemacias cada um e seguia-se 0 ensaio hemolitico. Em
alguns experimentos de ativacdo da citolisina ja ligadas as células apds o tratamento
acima, 500 mM de g-HCI eram acrescentados ao tampdo de lise. Nesta concentracdo,
ndo ha interferéncia do reagente na integridade das hemécias, mesmo quando incubadas
posteriormente com Ext-ms hemoliticamente ativo.

No caso dos lipossomos, 100 pL de Ext-ms eram incubados com quantidades
crescentes de vesiculas (o equivalente a 5, 15, 20 L da suspensédo). Ressuspendidos no
extrato, os lipossomos eram entdo sedimentados a 10.000 g por 10 minutos, o
sobrenadante era ensaiado quanto a sua atividade hemolitica. Em alguns experimentos
o0s extratos eram diluidos em tampdo acetato antes de se fazer o protocolo de remocao,
bastando, apds sedimentacdo dos lipossomos, acrescentar as 5 x 10° hemécias ao

sobrenadante e verificar a atividade hemolitica restante. O protocolo de remoc¢do da

20



atividade com lipossomos podia seguir variagdes segundo a atividade litica do extrato.
Em alguns experimentos fizemos curvas de dilui¢do a fim de determinar o minimo de
lipossomos necessarios para que toda atividade litica fosse removida dos extratos, o que
foi feito para alguns experimentos de geracdo de atividade.

Como cada preparacdo pode render quantidades diferentes de lipossomos, cada
suspensdo de lipossomos obtida era padronizada quanto a sua capacidade de remover a
atividade hemolitica.

2.4- Determinacéo da lise de lipossomos.

10 pL da suspensdo de lipossomos com calceina eram diluidos em 90 pL de
tampé&o acetato, acrescentados de 2,5 uL de Ext-ms e incubados a 37 °C ou a 0 °C. Em
intervalos determinados, eram retiradas aliquotas de 5 uL que eram diluidas em 2 mL de
tampdo acetato. O método se baseia no fato de que a calceina concentrada e isolada do
meio aquoso externo dentro dos lipossomos integros, ndo emite fluorescéncia. Se
diluida, no entanto, a calceina fluoresce. Assim, a lise de lipossomos é evidenciada
quando a calceina escapa das vesiculas, dilui-se no meio e fluoresce. A leitura da
fluorescéncia emitida era feita utilizando um fluorimetro (Varian Cary Eclipse). As
amostras, colocadas em uma cuveta de quartzo de quatro faces lisas (Sigma), eram
excitadas no comprimento de onda de 490 nm e a fluorescéncia emitida era lida no
comprimento de onda de 515 nm. Como controles, foram utilizados 2,5 uL do mesmo
tampdo do Ext-ms (&cido bdrico-NaOH 0,4 % CHAPS) ou 2,5 ul de Ext-ms fervido por
5 minutos. Alguns experimentos de liberacdo de calceina encapsulada foram feitos
colocando-se em contato direto com os lipossomos contendo calceina aqueles
lipossomos que removeram a atividade hemolitica de Ext-ms. Estes lipossomos eram
lavados 3 vezes com PBS antes de serem incubados com os lipossomos gque continham
calceina. Como controle, foi utilizada a mesma quantidade de lipossomos que néo
tiveram contato prévio com Ext-ms. No final dos experimentos de liberacdo de calceina,
acrescentavamos 20 uL do detergente CHAPS 4% a cada amostra lida para verificar que
a mesma estava presente e ndo fluorescia por estar encapsulada ou que a lise tinha
atingido seu apice. A fluorescéncia total liberada e medida era assumida como sendo de

100 % e a lise relativa das amostras era calculada.
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2.5- Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE).

Os lipossomos contendo moléculas co-removidas com a atividade hemolitica ou
fracOes provenientes das cromatografias eram colocados diretamente em tampdo de
amostra redutor (Tris-HCL 62,5 mM pH 6,8 com 12,5% de glicerol p/v, 0,002 % de azul
de bromofenol p/v , 5% de B-mercaptoetanol e 8,5% de SDS). Este tampdao de amostra é
uma modificacdo dos comumente utilizados; ele possui uma quantidade maior de SDS
que facilita a dissolucdo dos lipideos para que os mesmos ndo atrapalhassem a
eletroforese. As amostras eram entdo aquecidas por 5 minutos a 100 °C e eram entdo
fracionadas em SDS-PAGE utilizando-se géis de separacdo 12,5 % que eram preparados
com uma solucdo de acrilamida/bis-acrilamida (Bio-Rad, USA) na proporgéo de 29:1
em 375 mM de Tris-HCL pH 8,8 e 0,1 % de SDS. O gel de concentracao era preparado
em Tris-HCL 125 mM pH 6,8 contendo 4 % de acrilamida, 0,1 % de bis-acrilamida e
0,1 % de SDS. A corrida era feita sob tensdo constante de 200 V por cerca de 45
minutos em mini-géis (Bio-Rad), utilizando-se como tamp&o de corrida Tris 25 mM,
glicina 192 mM pH 8,3 contendo 0,1 % de SDS. Os géis assim obtidos eram corados
pela prata segundo Kit Plus One (Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) ou por

Coomassie Blue sendo utilizados em ambos, padrdes de peso molecular (Invitrogen).

2.6- Tripsinizacdo de proteinas in situ, eluicdo de peptideos tripticos e

analises de espectrometria de massa.

Apos eletroforese em condicBes desnaturantes e redutoras, o gel era corado pelo
método do Coomassie Coloidal G250 (Bio-Rad). As bandas a serem tripsinizadas eram
removidas do gel e cortadas em pedacos bem pequenos. Os fragmentos eram colocados
em tubos siliconizados, previamente lavados com metanol-4gua-metanol para limpeza
dos mesmos. Em seguida, o gel era descorado com 3 lavagens de 15 minutos sob
agitacdo com a solucdo de descoloracdo (acetonitrila 50 %, bicarbonato de aménio
25mM, pH 8,0). Apos descoloragdo, os fragmentos do gel eram desidratados com 200
uL de acetonitrila que eram em seguida removidos e os tubos centrifugados em Speed
Vac (Eppendorf) para evaporar toda a acetonitrila. Uma vez desidratados, os fragmentos
eram hidratados com 10 pL de solugéo de tripsina para espectrometria (20 pug/ml)
(Promega). Em seguida eram adicionados 20 uL de uma solucdo de bicarbonato de

amonio 50 mM e os fragmentos eram entdo incubados por 16-24 horas a 37 °C. ApG4s
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esta incubacdo, o conteddo liquido do tubo era transferido para outro tubo e aos
fragmentos eram acrescentados 30 uL da solucdo de extracdo de peptideos tripiticos
(acido formico 5 %, acetonitrila 50 %). O tubo permanecia sob agitacdo constante
durante meia hora e, em seguida, o eluato era acrescentado aos 20 uL anteriores. Este
procedimento era repetido mais uma vez, e as amostras eram concentradas em Speed
Vac (Eppendorf) até o volume de 10 uL. Em seguida, os peptideos eram purificados,
concentrados e dessalinizados em colunas ZIP-TIP (Eppendorf). Os peptideos
purificados ficavam em solucdo de acetonitrila 50 %, e 0,1 % TFA. Em alguns
experimentos onde a tripsindlise foi feita diretamente na solucdo a ser digerida,
utilizamos tripsina imobilizada em bids (Promega) na mesma concentracdo, sua remogao
da suspenséo a ser analisada era feita por centrifugacdo a 10.000 g por 30 segundos. Os
produtos obtidos apds tripsinizacdo eram enviados para analise em espectrémetro de
massa do tipo MALDI-Tof-Tof, médulo que permite tanto a obtencdo de espectros de
massa quanto o seqiienciamento de peptideos, o que foi feito com a colaboracdo dos
Drs. Alexander Chapeaurouge, Jonas Peralez (Fiocruz, Rio de Janeiro), Marcelo
Bemquerer e Luciano Paulino (EMBRAPA-Cernargem, Brasilia). O padrdo de massas
obtido era comparado com o padrdo de massas de proteinas depositadas em bancos de
dados. Utilizamos o programa Mascot e o banco de dados Swiss Prot e do NCBI
(National Center for Biotechnology Information) para identificar as proteinas através do
fingerprint triptico e da confirmacdo da identificacdo através da comparacdo de
sequencias peptidicas delas derivadas com proteinas ja identificadas e depositadas
nesses bancos de dados. Moléculas ndo protéicas também foram identificadas pela

analise de seus perfis de fragmentacéo.

2.7- Cromatografias.

Os extratos utilizados eram testados para se verificar a presenca de atividade
litica e preparados desde o descongelamento dos parasitas na presenca de um coquetel
de inibidores de proteases (Proteases Inhibitor Mix - GE HealthCare) e EDTA para
inibicdo da atividade de metaloproteases. Em seguida o volume de extrato referente a até
1 mg de proteinas era injetado em colunas analiticas e cromatografados. Apo6s cada
cromatografia cada fragdo era avaliada pelo ensaio hemolitico, passando-se a fracdo
ativa para o proximo passo de purificagdo. De modo geral, seguimos 0s seguintes

passos: 1) troca i6bnica em coluna Resource-Q com elui¢do em gradiente que se alternava

23



continuo/descontinuo de 0 a 1 M de NaCl em tampédo borato pH 8,0; 2) filtracdo
molecular em coluna Superose 12 com eluic¢do das fragdes no mesmo tampao utilizado
para se preparar os extratos (tampéo borato, pH 7,0 / 0,4 % CHAPS), As fracdes ativas
vindas da filtracdo molecular eram entdo submetidas a 3) fase reversa em coluna C18
ou C8 utilizando um gradiente de 0 a 100 % de acetonitrila contendo 0,1 % de acido
trifluoracético (TFA) em gradiente continuo (foram utilizados gradientes de 50 ou 40
minutos). Em alguns experimentos, invertemos a etapa filtragdo molecular com a de
troca ibnica e em alguns outros realizamos a filtragdo molecular na presenca do agente
dissociante cloreto de guanidina (g-HCI) na concentracdo de 500 mM, de Ext-ms
previamente tratado com a mesma concentracdo desse reagente. Quando necessario, as
amostras eram dialisadas para se trocar o pH ou livra-las de reagentes indesejaveis como
g-HCI. Para tanto efetudvamos a dialise em duas etapas de 10 horas cada com troca do
volume de tampdo de modo a permitir que ao final a amostra fosse diluida cerca de
20.000 vezes contra o tampdo desejado. Foram utilizadas membranas de diélise Thermo
Scientific (Slide-A-Lyzer Dialysis Cassette) cujos poros eram de 2000 MW.

Efetuamos ainda cromatografias de fase reversa em C8 de Ext-ms previamente
digerido com 100 ug/mL de proteinase K em gradiente linear (0 — 100%) de acetonitrila
(0,1 % TFA). Apoés coleta das fracdes aliquotas das mesmas eram transferidas para
microplacas que eram entdo incubadas por duas horas a 37 °C para se evaporar 0
solvente. Em seguida cada poco era acrescido de 200 uL de tampé&o acetato contendo 5 x
10° hemacias e seguia-se 0 ensaio hemolitico para localizarmos a fracéo litica.

As leituras das absorbancias de cada cromatografia eram feitas a 280 e/ou 214
nm como indicado em cada resultado. Nas figuras das cromatografias de fase reversa as
porcentagens indicadas nos picos de atividade mostram a quantidade relativa de
acetonitrila necessaria para eluicdo do pico. Todos os volumes de lavagem da coluna, no
inicio e no final do gradiente, eram coletados para nos certificarmos que nossa atividade
havia interagido de forma 6tima com a coluna, ndo saturando-a e a0 mesmo tempo nao
ficando nela retida. Os gradientes, as absorbancias e as atividades liticas nas fracdes

colhidas encontram-se plotados e indicados em cada figura.
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2.8- Microscopia de Forca Atdmica.

As imagens feitas por microscopia de forca atdmica (Atomic Force Microscopy -
AFM) foram captadas a temperatura ambiente (19-23°C) com o equipamento Dimension
3100 e controlador Nanoscope Illa, ambos da Digital Instruments. As imagens foram
feitas pela técnica de Tapping Mode usando sondas de silica com raio nominal de
curvatura de 5.0 — 10.0 nm, freqliéncia de ressonancia de aproximadamente 60 kHz e
oscilagdo constante de 3.0 — 7.1 N/m. As imagens foram captadas usando-se 1 kHz de
escala de varredura. O limite de amplitude foi mantido o mais alto possivel para que ndo
ocorresse influéncia da pressdo da sonda no contraste topogréafico e para evitar danos a
amostra. Utilizamos como amostras tanto membranas de hemacias como filmes lipidicos
que haviam sido previamente incubados com Ext-ms hemoliticamente ativos.
Procurdvamos por danos e/ou deformacgdes na topografia da bicamada lipidica induzidos
pelas moléculas liticas desse extrato.

2.8.1- Membranas de hemacias.

Hemaécias (5 x 10° ) eram incubadas com 10 pL de extratos hemoliticamente
ativos a 0 °C por 15 minutos. ApoOs incubacdo as hemécias eram sedimentadas,
concentradas, re-incubadas, repetindo-se o ciclo por até duas vezes. Na etapa final eram
sedimentadas, concentradas para o volume de 10 ul e incubadas a 37 °C por 30 minutos
para que a lise se consumasse. Uma vez lisadas, um esfregaco era feito em lamina de
microscopio ou de mica recém clivada. Apos secagem a estufa (37 °C) a amostra era
analisada por AFM. Membranas de hemacias nédo lisadas incubadas seguindo 0 mesmo
protocolo com o Ext-ms previamente fervido eram utilizadas como controle negativo.
As anélises das imagens obtidas eram feitas utilizando-se o software Nanoscope |1l da

Digital Instruments.

2.8.2- Filmes lipidicos obtidos com lipossomos.

Lipossomos de DPPC ou DOPC eram incubados no gelo com extratos
hemoliticamente ativos do parasita. Os lipossomos, que removiam toda atividade do
extrato, eram sedimentados, concentrados e re-incubados com extratos ativos. Este
processo era repetido de 5 a 10 vezes com o intuito de satura-los da citolisina). Ao final

do ultimo ciclo, uma vez sedimentados e lavados 3 vezes em PBS e contendo moléculas
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liticas em suas superficies, os lipossomos eram entdo incubados a 37°C e utilizados na
preparacdo de filmes lipidicos. Para preparo das amostras utilizamos protocolos j& bem
estabelecidos na literatura (Puntheeranurak et al., 2005 e Richter et al., 2006). De modo
geral, os lipossomos eram colocados em uma placa de mica recém clivada e
planarizados pela incubacdo a temperatura de transicdo de fase dos lipideos, o filme
lipidico assim formado era mais uma vez seco com jato de argdnio e entdo analisado ao
microscopio de forca atbmica. Como controle, incubdvamos os lipossomos com Ext-ms
fervido, que eram utilizados para o preparo dos extratos antes do preparo do filme
lipidico. Outro controle negativo que utilizamos foram filmes lipidicos feitos com
lipossomos de DOPC incubados com Ext-ms ativo, uma vez que esses lipossomos néo

séo lisados pelos extratos.

Todos os graficos deste trabalho representam experimentos representativos

reprodutiveis, repetidos pelo menos trés vezes.
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3-RESULTADOS

3.1- Atividade hemolitica de extratos ricos em membrana de

promastigotas de L. amazonensis (Ext-ms).

Ja havia sido mostrado anteriormente pelo nosso grupo que, em promastigotas, a
leishporina de L. amazonensis esta localizada na fracdo de membranas do extrato total
do parasita, provavelmente solGvel no interior de vesiculas (Noronha et al., 1996).
Assim, em todos 0s nossos experimentos utilizamos a fragdo rica em membranas do
extrato total solubilizada em detergente (em concentragcdo ndo-hemolitica) (Ext-ms).
Para verificarmos se 0s Ext-ms preparados para 0S N0ssos experimentos estavam ativos,
realizavamos um ensaio hemolitico ap0s a preparacao de cada extrato. Na figura 2 esta o
resultado representativo da atividade hemolitica que, de modo geral, era encontrada nos
extratos obtidos de 2 x 10° parasitas/mL, logo apds sua preparagao.

3.2- Caracterizacéo da ligacéo da leishporina em células-alvo.

3.2.1 Remocéo da atividade hemolitica de Ext-ms por hemacias

ou lipossomos.

Experimentos anteriores haviam demonstrado que podemos distinguir, por
manipulacdo da temperatura, uma etapa de ligacdo da leishporina a membrana das
hemécias da etapa da lise propriamente dita. Assim, foi verificado que a ligagdo é
independente da temperatura, ocorrendo mesmo a 0 °C. Nesta temperatura ndo ha lise de
hemaécias, o que s6 sobrevém com o aumento da temperatura, ocorrendo de maneira
Otima a 37 °C (Fig. 3, resultado de Noronha et al., 2000).

Para verificar se, por se ligarem a citolisina, as hemacias eram capazes de
remover a atividade hemolitica do Ext-ms, incubamos a 0 °C o Ext-ms com quantidades
crescentes de hemécias. Sedimentadas as células, o sobrenadante era analisado quanto a
sua atividade hemolitica. Verificamos que a atividade hemolitica diminuiu de forma
dose-dependente em relagcdo a quantidade de hemacias previamente incubadas com o
extrato (Fig. 4A), confirmando que a leishporina se liga a membrana dessas células.
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Figura 2 — Atividade hemolitica de extrato rico em membranas
(Ext-ms) de promastigotas de L. amazonensis.

Ext-ms diluidos em série (1:2) eram incubados com 5 x 106
hemacias humanas em 200 pL tampao acetato de sodio durante 30
minutos a 37 °C. As hemacias eram sedimentadas e o sobrenadante
era lido a 414 nm para a determinagao da hemoglobina liberada. A
atividade hemolitica esta expressa em percentagem de hemolise,
calculada em relacao a lise obtida pela adigao de Triton X-100 a

mesma quantidade de hemacias.
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Figura 3 — Dissociation of the membrane binding and lytic
activities of leishporin.
HuRBC were incubated with cExt at pH 5.5 for 30 nun on ice. The
suspension was centrifuged at 4°C, and lysis was determined (first
stage). Cells were extensively washed with 1ce-cold assay buffer,
resuspended in the same butfer to the mitial volume, and mcubated
at 0 or 37°C for another 30 mun, and lysis was determined (second
stage).

(reproduzido de Noronha er al., 2000)
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Figura 4 — Remocio da atividade hemolitica de Ext-ms por hemaicias e lipossomos.

A- Ext-ms eram incubados ou nao com quantidades crescentes de hemacias (2, 10 e 20 x
10%) no gelo durante 5 nunutos. As hemacias eram sedimentadas e a cada sobrenadante
eram acrescentadas 5 x 10° novas hemacias. Seguia-se uma nova incubagio, desta vez a

37 °C, por 30 nunutos. B- Ext-ms eram incubados com quantidades crescentes da
suspensao de lipossomos (DPPC + colesterol) a temperatura ambiente por 5 minutos. Os
lipossomos eram sedunentados e a cada sobrenadante eram acrescentadas 5 x 10°

hemacias. Seguia-se uma incubacao a 37 °C, por 30 nunutos. Para os dois experimentos A

e B, as hemacias eram sedumentadas e a atividade hemolitica restante era deternunada.
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Resultados anteriores de nosso grupo ja haviam indicado que a ligacdo da leishporina as
hemécias é independente de proteinas ou carboidratos da membrana citoplasmaética.
Utilizando lipossomos multilamelares também ja foi mostrado que a leishporina se liga
diretamente a lipideos (Almeida-Campos, 2001; Almeida-Campos et al., 2010). No
presente trabalho, confirmamos esses dados, estudando os lipideos como 0s possiveis
sitios de ligagdo para a leishporina, utilizando agora lipossomos unilamelares que
melhor mimetizam as membranas citoplasmaéticas naturais. Sendo assim, avaliamos a
propriedade de ligacdo da leishporina a lipossomos unilamelares compostos de
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e colesterol. A figura 4B mostra que, como esperado,
os lipossomos unilamelares foram capazes de remover a atividade hemolitica do Ext-
ms, também de maneira dose-dependente. A remocdo da atividade hemolitica é da
mesma forma alcancada com lipossomos unilamelares compostos de
dioleilfosfatidilcolina (DOPC) (resultado ndo mostrado) e colesterol. Verificamos ainda
que a remocdo da atividade hemolitica € imediata, uma vez que o sobrenadante perde a
atividade hemolitica apds a incubagdo com os lipossomos pelo tempo de 30 segundos,
tempo minimo da manipulacdo (resultados ndo mostrados). Esses resultados indicam
que a leishporina se liga instantaneamente aos lipossomos sendo co-sedimentada com os

mesmaos.

Como, além de fosfolipides, o colesterol € um dos principais constituintes da
membrana plasmética de células de mamiferos, decidimos verificar se esse lipideo,
presente nas preparacdes dos lipossomos, era determinante para a remoc¢éo da atividade
hemolitica. Deste modo preparamos dois tipos de lipossomos cuja unica diferenca era a
presenca ou auséncia de colesterol. No ensaio de remocdo da atividade hemolitica por
esses lipossomos, verificamos que os dois tipos de lipossomos foram igualmente
capazes de remover a atividade hemolitica de Ext-ms, mostrando que a ligacdo da
citolisina aos lipossomos é independente de colesterol (Fig. 5).

A ligacéo da leishporina aos lipossomos nos serviu para dois propositos: estudar
0s requisitos minimos de interacdo da leishporina com membranas-alvo para a formacgéo
de poros e tentar obter e purificar a leishporina ligada a eles. Os préximos resultados
mostram alguns aspectos dessa interacdo. Dados da purificagédo serdo mostrados mais

adiante.
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Figura 5 — Efeito do colesterol da composicao de lipossomos de
DPPC sobre a sua capacidade de remover a atividade

hemolitica de Ext-ms.

Ext-ms foram incubados ou nao com 20 pL lipossomos de DPPC
contendo ou nao colesterol. Apos sedimentag¢io dos lipossomos a
atividade hemolitica do sobrenadante for avaliada pelo ensaio

hemolitico.
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3.2.2- Efeito do tratamento com colesterol ou DPPC na atividade
hemolitica do Ext-ms.

A remocdo da atividade litica por lipossomos sem colesterol mostrou que a
citolisina estava se ligando diretamente ao fosfolipideos. Decidimos entdo verificar se o
colesterol e o DPPC separadamente eram capazes de inibir a atividade litica quando
incubados em solugédo com extratos ativos. Na figura 6, verificamos que enquanto o
DPPC inibiu completamente a atividade hemolitica, o colesterol, nem mesmo em altas
concentracdes, foi capaz de inibir esta atividade, corroborando o resultado anterior de
que essa molécula ndo € um sitio de ligacdo para a leishporina. Assim, mostramos que a
leishporina se liga diretamente aos fosfolipideos na célula-alvo, sendo provavel que esta
ligacdo, em pH e temperatura adequados, seja suficiente para que a citolisina se insira

nas membranas, formando poros e lisando as células.
3.2.3- Lise de lipossomos por Ext-ms.

Para verificar se os lipossomos que removiam a atividade hemolitica de Ext-ms
eram também lisados, utilizamos lipossomos de DPPC ou DOPC com ou sem colesterol,
contendo calceina encapsulada em seu interior que, se liberada dessas vesiculas,
indicaria a lise das mesmas. A calceina € um fluoréfilo que, quando concentrado no
interior de vesiculas, ndo fluoresce, mas diluida no meio, caso haja permeabilizacdo das
mesmas, torna-se fluorescente.

Assim, lipossomos unilamelares compostos de DPPC contendo diferentes proporcdes de
colesterol, foram incubados com o Ext-ms e a liberacdo da calceina foi acompanhada
em funcdo do tempo. A figura 7 mostra que Ext-ms é capaz de lisar lipossomos de
DPPC e DPPC/colesterol. No entanto, a medida que se aumenta a concentracdo deste
ultimo na composi¢cdo da membrana lipidica, os lipossomos deixam de ser lisados.
Lipossomos contendo 30% de colesterol ndo sdo lisados, permanecendo tdo estaveis
quanto os lipossomos controle, incubados pelo mesmo periodo na auséncia do Ext-ms
(Fig. 7). Vale lembrar que ambos os tipos de lipossomos sdo capazes de remover toda a
atividade hemolitica do Ext-ms (Fig. 5). E interessante mencionar ainda que embora
lipossomos de DOPC sejam capazes de remover toda a atividade hemolitica presente
nos extratos, indicando que a leishporina se liga a esse lipideo, eles ndo séo susceptiveis
a lise mediada pela citolisina (resultado na Fig. 16A). Deste modo, 0s experimentos

seguintes foram realizados com lipossomos de DPPC sem colesterol.
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Figura 6 — Efeito de DPPC e colesterol sobre a atividade litica

de Ext-ms.

Ext-ms (na maior diluigdo a causar 100 % de lise) foi incubado
previamente com quantidades crescentes de DPPC ou Colesterol
nas concentragées indicadas em suspensio etilica. Ao Ext-ms
tratado foram adicionadas 3 x 10% hemacias e a suspensio foi
incubada a 37°C. Apos sedimentagio das celulas nao rompidas a
hemolise foi determinada pela leitura da hemoglobina liberada no

sobrenadante.
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Figura 7 — Efeito do colesterol na composicio de lipossomos

sobre sua susceptibilidade a lise.

Lipossomos contendo quantidades crescentes de colesterol e
contendo calceina encapsulada foram incubados com Ext-ms a 37
°C. Nos imtervalos indicados, a fluorescéncia era medida em
fluorimetro, como descrito em Material e Métodos. O detergente
CHAPS diluido mesmo tampdo e na mesma concentragao em que
estava o Ext-ms (ndo mostrado) nao apresentou atividade litica

para os lipossomos.

35



3.2.4- Efeito da temperatura na atividade litica de Ext-ms e no

processo de lise de lipossomos.

J& havia sido mostrado anteriormente que a leishporina em Ext-ms é termolabil,
sendo sua atividade hemolitica completamente destruida pelo aquecimento a 100 °C.
Aqui, mostramos que 0 mesmo ocorre com a atividade lipolitica do Ext-ms, que quando
fervido por 5 minutos torna-se incapaz de lisar os lipossomos, como verificado pela
auséncia de liberagdo de calceina (Fig. 8). Também como ja mencionado, resultados
anteriores de nosso grupo mostraram que a 0 °C a leishporina ndo tem atividade
hemolitica (Noronha et al., 2000). Também o processo de lise dos lipossomos é
dependente da temperatura, como verificado também na figura 8, que mostra que as

vesiculas incubadas com Ext-ms no gelo ndo séo lisadas como ocorre a 37 °C.

3.2.5- Remocao da atividade lipolitica de Ext-ms por lipossomos.

Decidimos, em seguida, verificar se o Ext-ms previamente incubado com
lipossomos, procedimento que remove a atividade hemolitica desse extrato, também
removia sua capacidade de permeabilizar os lipossomos. Deste modo, incubamos o Ext-
ms com quantidades crescentes de lipossomos de DPPC e ensaiamos 0 sobrenadante
destas preparacBes quanto a sua capacidade de permeabilizar o mesmo tipo de
lipossomos contendo calceina. Como esperado, a atividade litica do Ext-ms para
lipossomos também foi removida de forma dose-dependente pela incubacdo prévia com

outros lipossomos de DPPC (Fig. 9).
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Figura 8 — Efeito da temperatura na lise de lipossomos.

Lipossomos contendo calceina foram incubados com Ext-ms fresco
(a4 °C oua 37 °C) ou fervido (a 37 °C). A calceina liberada fo1
medida em fluorimetro nos intervalos de tempo indicados, como

descrito em Material e Métodos.
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Figura 9 — Remocio da atividade lipolitica Ext-ms por

lipossomos.

Ext-ms recém-preparados ou apos remog¢dao de sua atividade
hemolitica com quantidades crescentes de lipossomos, foram
incubados com lipossomos contendo calceina a 37 °C e liberagao
de calceina for medida em fluorimetro nos intervalos indicados. O
detergente CHAPS diluido mesmo tampao e na mesma
concentragao em que estava o Ext-ms (controle) nao apresentou

atividade litica para os lipossomos.
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3.2.6- Lise de lipossomos mediada por lipossomos que
removeram a atividade hemolitica de Ext-ms.

Os experimentos anteriores mostraram que, a semelhanga do que ocorre com as
hemécias, Ext-ms de L. amazonensis € capaz de lisar lipossomos unilamelares
compostos apenas de DPPC ou com determinado conteudo de colesterol. A
demonstracdo de que esses lipossomos removem a atividade hemolitica e lipolitica de
Ext-ms de L. amazonensis sugeriu que uma ou mais das moléculas ligadas aos
lipossomos fosse(m) a leishporina. No entanto, outra possibilidade que precisavamos
descartar era a de que os lipossomos estivessem removendo ndo a leishporina, mas um
componente sem o qual a lise ndo ocorreria, ou ainda estivessem inibindo de forma
desconhecida a atividade hemolitica. Assim, era necessario demonstrar que 0 que estava
sendo ligado aos lipossomos e removido do Ext-ms era o que diretamente causava a sua
lise. Para isto, tentamos a seguinte abordagem: utilizamos os lipossomos que removeram
a atividade litica de Ext-ms, lavamos extensivamente essas vesiculas para remover todas
as moléculas do Ext-ms que ndo se ligaram aos mesmos e incubamos esses lipossomos
com vesiculas contendo calceina e que ndo haviam entrado em contato com Ext-ms.
Nossa intencéo era verificar se o contato entre os dois tipos de lipossomos causava a lise
do que ndo havia entrado em contato direto com Ext-ms. Assim, verificamos que, de
fato, foi o que ocorreu (Fig. 10). Isto indicou que, de alguma forma, possivelmente por
fusdo de membranas dos dois tipos de lipossomos, a leishporina ligada ao lipossomo
sem calceina foi transferida para os lipossomos contendo calceina. A mesma quantidade
de lipossomos ndo incubados previamente com Ext-ms ndo foi capaz de causar a
liberacdo de calceina, mostrando que as moléculas ligadas a superficie dos lipossomos
previamente incubados com Ext-ms eram necessérias e suficientes para a lise das

vesiculas.

3.3-Analise dos efeitos da ativacdo da leishporina.

Sabiamos que duas formas da citolisina, uma ativa e outra inativa, co-existem
nos extratos do parasita. Experimentos anteriores do nosso grupo mostraram que a
leishporina é ativada por proteases ou em condic¢des dissociantes e que esta ativacdo
parece ocorrer pela remocdo de um peptideo inibidor ndo-covalentemente ligado a

molécula inativa (Almeida-Campos, 2001; Almeida-Campos et al., 2010).
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Figura 10 — Lise de lipossomos por contato com lipossomos que

removeram a atividade hemolitica de Ext-ms.

Lipossomos que removeram completamente a atividade hemolitica
de Ext-ms foram lavados com PBS e em seguida incubados com
lipossomos contendo calceina que nao tinham entrado em contato
previo com o Ext-ms. Como controle, lipossomos que néo
entraram em contato com Ext-ms foram incubados com os
lipossomos contendo calceina nas mesmas condigdes. As liberagao

de calceina foi medida em fluorimetro nos intervalos indicados.
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Assim, investigamos a ativacéo da leishporina por proteolise e por dissociacdo, na

tentativa de melhor entender este mecanismo e seus efeitos.

3.3.1- Ativacao proteolitica da leishporina por serino-proteases do Ext-

ms.

Em trabalhos anteriores, nosso grupo mostrou que a leishporina pode ser ativada
por serino-proteases do proprio parasita ou por proteases exdgenas, como Pronase e
Proteinase K (Almeida-Campos & Horta, 2000; Almeida-Campos, 2001). Nesses
trabalhos, foi verificado que, enquanto a leishporina encontrava-se na fracdo insoltvel,
as proteases responsaveis pela sua ativagao encontravam-se na fracéo soltvel do extrato
do parasita. No presente trabalho, verificamos que a leishporina do Ext-ms (extrato rico
em membranas, mas preparado de forma diferente da dos trabalhos anteriores) também é
ativada quando este € incubado por 18 horas a 37 °C. Este aumento também é devido a
acdo de serino-proteases presentes no Ext-ms, uma vez que a ativacdo € inibida por
PMSF (Fig. 11).

Resultados anteriores do nosso grupo ja haviam mostrado que ap6s a remocao de
toda a atividade hemolitica de Ext-ms por lipossomos, ainda havia geracdo de nova
atividade, se o mesmo fosse incubado com proteinase K ou tratado com agentes
dissociantes (Almeida-Campos, 2001; Almeida Campos et al., 2010). Esses resultados
nos sugeriram que formas inativas da leishporina ndo estavam sendo removidas pelos
lipossomos, as quais eram entdo ativadas por protedlise ou por dissociacdo do inibidor,
respectivamente. Também com o Ext-ms e os lipossomos aqui utilizados, verificamos
que apds a remocdo de toda a atividade hemolitica do Ext-ms pelos lipossomos de
DPPC, o sobrenadante inativo incubado a 37 °C por 18 horas apresenta nova atividade
hemolitica, 0 que indica que o extrato ainda continha formas inativas da leishporina
(Fig. 12). Esta nova atividade gerada também pode ser novamente removida por
lipossomos, como observado na figura 12, o que sugeriu que ou a ativacdo da
leishporina torna a molécula capaz de se ligar ao DPPC ou havia excesso de formas
inativas em relacdo a quantidade de lipossomos utilizada. A andlise das proteinas que se
ligaram ao lipossomo estd mostrada mais a frente, onde relatamos a tentativa de

purificacdo da citolisina.
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Figura 11— Efeito de PMSF na ativacio da leishporina.

Ext-ms foram ensaiados quanto a sua atividade hemolitica
1mediatamente apos preparagao ou apos incubagdo na presenca ou
ausencia de 10 mM do 1nibidor de serino-protease PMSF por 18
horas a 37° C. O controle de uma aliquota incubada com etanol,
solvente utilizado para dissolver o PMSF, nao inibiu a geragao de

atividade (nao mostrado).
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Figura 12 — Ativacio da leishporina em Ext-ms que teve

atividade hemolitica removida por lipossomos.

Ext-ms hemoliticamente inativo apos remocao da atividade
hemolitica com lipossomos (1°Lip) fo1 incubado a 37 °C por 18
horas. Apos este periodo, a nova atividade hemolitica gerada era
removida com a mesma quantidade de lipossomos utilizada na

primeira remocao (2°Lip).
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3.3.2- Determinacéo da forma da leishporina ativa/inativa capaz
de se ligar a DPPC.

Resultados anteriores indicavam que tanto a forma inativa quanto a forma ativa
se ligam a DPPC (Almeida-Campos et al., 2010). Isto foi corroborado pelo experimento
representado na figura 13, no qual removemos a atividade litica de Ext-ms de duas
formas: ou com a quantidade minima de lipossomos que removesse a atividade
hemolitica (Fig. 13A) ou com um excesso de lipossomos (Fig. 13B), sabendo que no
primeiro tratamento ainda restavam formas inativas no sobrenadante (Almeida-Campos
et al., 2010), e esperando que o segundo tratamento favorecesse a ligacdo das formas
inativas restantes aos lipossomos, caso isto acontecesse. ApOs a remocdo dos
lipossomos, 0s extratos tratados eram incubados overnight a 37 °C para permitir a
ativagdo proteolitica da leishporina com proteases do prdprio extrato (ver Fig. 11). No
primeiro caso (Fig. 13A), verificamos que houve geracdo de atividade hemolitica nos
extratos hemoliticamente inativos, enquanto que no segundo caso (Fig. 13B) isto nao
aconteceu. A atividade hemolitica gerada no primeiro experimento também € removida
com lipossomos de DPPC. O fato de que Ext-ms tratado com quantidades menores de
lipossomos ainda pode ser ativado demonstra que ainda h& formas inativas da
leishporina que ndo se ligam as vesiculas durante a incubacdo com quantidades minimas
de lipossomos, mas ligam-se quando estes sdo apresentados em excesso. Esses dados,
além de confirmarem resultados anteriores (Almeida-Campos, 2001; Almeida-Campos
et al., 2010), mostram claramente que as formas inativas também se ligam aos
lipossomos e que realmente havia um excesso de formas inativas em relacdo a

quantidade de lipossomos utilizada (Fig. 12 e 13A).

3.3.3- Diferenca entre as formas ativas e inativas da leishporina.

Embora esses resultados mostrem que ambas as formas ativas/inativas da
citolisina sdo capazes de se ligar aos lipideos, eles ndo informam se a capacidade de se
ligar a lipideos € igual ou diferente para as duas formas da citolisina. Para responder
essa pergunta desenhamos um experimento no qual inicialmente removemos a atividade
litica com a quantidade minima para que toda atividade hemolitica fosse removida,
deixando assim o0 extrato com uma quantidade maxima possivel de formas inativas. Com

esses extratos realizamos um experimento utilizando dois protocolos diferentes de
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Figura 13 — Determinaciao da forma (ativa/inativa) da leishporina capaz de se

ligar as membranas.

Ext-ms foi incubado com 10 pL (A) ou 40 pL (B) da suspensao de lipossomos
(Ext-ms/Lip). Depois de sedimentados os lipossomos, os sobrenadantes foram
ensatados quanto a sua atividade hemolitica. Uma aliquota 1déntica de Ext-ms
incubada a 37° C overnight (Ext-ms/Atv) (tratamento que ativa a leishporina por

acao de proteases endogenas). A atividade hemolitica fo1 verificada pelo ensaio

hemolitico e fo1 novamente removida com lipossomos (Ext-ms/2Lip).
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incubacdo com 500 mM de cloreto de guanidina (g-HCI), como agente dissociante que,
sabidamente, ativa imediatamente as formas inativas da leishporina (Fig. 14A). No
primeiro, incubamos com o g-HCI o Ext-ms contendo apenas as formas inativas antes
da incubacdo com hemacias. Incubamos entdo o Ext-ms ativado com as hemacias (por
1, 2, 5, 8 e 10 min). As células eram entdo sedimentadas, ressuspendidas para o volume
inicial em tampéo de lise e 0 ensaio hemolitico era realizado. No segundo protocolo, a
mesma amostra de Ext-ms contendo apenas as formas inativas foi incubada
primeiramente com hemaécias no gelo, pelos mesmos intervalos de tempo, ja sabendo
que as formas inativas se ligariam a essas membranas nessas condi¢cBes. Em seguida,
lavamos as células, as ressuspendemos para o volume original e a ativacdo foi entdo
realizada depois de as formas inativas terem se ligado as hemécias. Os resultados
expressos na figura 14A mostraram que a ativacdo da citolisina aumenta a velocidade de
sua ligacdo as hemacias, o que indica que a ativacdo da citolisina faz aumentar a sua
capacidade de se ligar ao seu ligante lipidico na membrana-alvo. Neste experimento
(Fig 14A), avaliamos a atividade litica apenas em um ponto, ao final de 30 minutos de
ensaio. Em outro experimento simultaneo (Fig. 14B), avaliamos as diferencas na
cinética de lise entre os dois tipos de tratamentos escolhendo um determinado tempo de
incubacdo do Ext-ms com hemacias do experimento anterior (escolhemos o tempo de 8
minutos) e acompanhamos a lise durante 60 minutos de incubacdo a 37°C nos intervalos
indicados. Como pode ser verificado, os extratos que foram ativados com o agente
dissociante ap06s a ligacdo da citolisina lisam muito mais lentamente do que aqueles
previamente tratados com o agente dissociante, 0s quais, em apenas 5 minutos, atingem
quase a mesma porcentagem de lise que os primeiros gastam 60 minutos para atingir

(Fig. 14B). Este resultado reforca a interpretacdo do resultado anterior.

3.4- Analise das membranas lisadas pela leishporina por microscopia

de forca atbmica (Atomic Force Microscopy - AFM).

3.4.1- Visualizacdo de estruturas pore-like na superficie de

hemacias e lipossomos.

A formacdo de poros pela leishporina j& foi demonstrada pelo nosso grupo

utilizando a técnica de patch-clamp (Noronha et al., 2000). No entanto, 0s poros
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Figura 14A — Esquema Experimental - Cinética de ligacio da leishporina
ativa e inativa na sup erficie de hemacias (Fig 14B).

Ext-ms foram incubados com o minimo necessario de lipossomos para
remover toda a atividade litica. Os Ext-ms hemoliticamente inativos eram
incubados com hemacias por periodos vanaveis antes ou apds adigdo do

agente dissociante ativador g-HCl (500 mM) a 0°C. Seguia-se entéo o ensaio

hemolitico.
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Figura 14B — Cinética de ligacio da leishporina ativa e inativa na
superficie de hemaicias.

Ext-ms foram incubados com o minimo necessario de lipossomos para
remover toda a atividade litica. Os Ext-ms hemoliticamente mativos eram
incubados com hemacias por periodos variavels antes ou apos adigao de 500
mM g-HCl a 0°C. A hemolise era entdo deternunada a 37 °C apos 30 nunutos
de incubacgao (A) ou apos os tempos indicados (B) (apenas para o ponto de 8

minutos do experimento representado em A.
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formados pela leishporina ainda ndo tinham sido visualizados diretamente. Na tentativa
de visualizar os poros formados pela leishporina, utilizamos a AFM em Tapping Mode-
AFM, escaneando tanto a superficie de hemécias lisadas por Ext-ms quanto filmes
lipidicos feitos a partir de lipossomos carregados com a citolisina apds sucessivas
incubagdes com Ext-ms. Esta abordagem nos permitiu visualizar formas bem definidas e
de caracteristicas homogéneas que se assemelham a poros. As hemécias intactas, com
sua concavidade tipica, puderam ser visualizadas e estdo mostradas na figura 15B. A
analise de hemaécias integras mostra uma superficie irregular, mas homogénea, em todos
os campos analisados (Fig 15C), ndo apresentando nenhuma estrutura que evidencia
lesdo. Na preparacdo de hemécias lisadas por Ext-ms (Fig. 15A), detectamos
inicialmente a presenca dos ghosts caracteristicos da célula lisada, com seu involucro
celular perfeitamente detectavel (Fig. 15D). A analise de varredura da superficie dos
ghosts mostrou a presenca de varias estruturas em forma de poros de varios tamanhos
em diferentes experimentos e em varios campos analisados andlises (imagens tipicas,
Fig. 15E-J). Na figura 15E, observamos estruturas circulares, como poros individuais
(setas vermelhas), bem como estruturas que se assemelham a poros em coalescéncia
(dois ou varios), formando orificios maiores, mas sempre com as bordas arredondadas
reminiscentes de uma estrutura circular original (setas amarelas e em destaque). A
andlise topografica tanto das estruturas em forma de poros individuais como das
coalescéncias mostra uma espessura (distancia vertical) que varia de cerca de 5,9, a 8,6
nm, medidas compativeis com a espessura da bicamada lipidica celular de ~ 7 nm. Os
diametros das estruturas pore-like circulares variaram de 25-100 nm.

Outro modelo de membrana atualmente muito utilizado em AFM para se estudar
a interacdo de proteinas com biomembranas € o de lipossomos planarizados em filmes
lipidicos. Utilizamos esta estratégia e os perfis topograficos observados podem ser vistos
nas figuras 16, 17 e 18. Utilizamos dois tipos de controles negativos: 1) lipossomos de
DOPC incubados com Ext-ms hemoliticamente ativos, lembrando que estes lipossomos
ndo sdo lisados pela citolisina (Fig. 16A) e permanecem estaveis mesmo por semanas na
presenca de Ext-ms (resultados ndo mostrados) e 2) lipossomos de DPPC incubados
com Ext-ms inativados pelo calor, que tampouco sdo lisados, como ja mencionado e
como ser visto na figura (Fig 17 A).

A andlise da estrutura do filme lipidico obtido de lipossomos intactos de DPPC

(Fig. 16) e DOPC (Fig. 17) também mostra uma superficie irregular, mas homogénea, e
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Figura 15 — Analise por AFM de hemacias lisadas por Ext-ms.

A- Atividade hemolitica do Ext-ms utilizado. B- Hemacias integras. C- Membrana
celular de hemacia integra. D- Hemacias lisadas pelo extrato do parasita (ghosts) E-
Membrana celular de hemacia lisada por Ext-ms. F a H - Zoom e analises topograficas
das lesdes em forma de poro. I — Vista lateral em 3D do detalhe em H. Setas vermelhas -

estruturas circulares:; setas amarelas - estruturas em coalescéncia.
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Figura 16 — Analise por AFM de filmes lipidicos de lipossomos
de DPPC (susceptiveis a lise) ou de DOPC (nao susceptiveis

a lise) incubados com Ext-ms.

A- Atividade hemolitica do Ext-ms utilizado. B- Filme lipidico AT T
de lipossomos de DOPC. C- Visao superior e analise topografica de estruturas em forma de poros
na superficie do filme lipidico obtido de lipossomos lisados por Ext-ms. D- Detalhe de duas
estruturas semelhantes a poros em visao superior com diametro assinalado. E- Analise topografica
das estruturas pore-like. Setas vermelhas - estruturas circulares; setas amarelas - estruturas em

coalescéncia.
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Figura 17 — Analise por AFM de filmes lipidicos de lipossomos de DPPC incubados
com Ext-ms recém preparados ou desnaturados pelo calor.

A- Atividade hemolitica do Ext-ms utilizado. recém preparado ou inativado pelo calor. B-
Visao superior da superficie do filme lipidico de lipossomos lisados por Ext-ms inativado
pelo calor; C - Analise topografica de trés estruturas em forma de poros. D - Vista superior
mostrando em maior detalhe estruturas de diametros distintos (~50 a 100 nm) Setas

vermelhas - estruturas circulares; setas amarelas - estruturas em coalescéncia.
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Section Analysis

Figura 18 — Analise por AFM de filmes lipidicos de lipossomos de DPPC lisados por Ext-
ms (analise em maior aumento do filme lipidico do experimento anterior (vide escalas).

A- Vista superior do filme lipidico feito com lipossomos de DPPC lisados por Ext-ms; B-
Analise topografica de trés estruturas em forma de poros; C- Vista lateral em 3-D do filme

lipidico. Setas vermelhas - estruturas circulares; setas amarelas - estruturas em coalescéncia.
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sem lesdes aparentes. Ao contrario, no entanto, os filmes lipidicos provenientes de
lipossomos de DPPC lisados (Fig. 16 A) apresentam o mesmo tipo de estrutura em
forma de poros induzidas pelos extratos do parasita observado nas hemécias (Fig. 16 C
e 17 C e 18). Mais uma vez, verificamos uma populacdo heterogénea de lesdes em
forma de poros, com didmetros de tamanhos variados semelhantes aos encontrados nas
hemaécias (25-100 nm), mas com uma prevaléncia de estruturas medindo ~50 e ~100 nm
(Figs. 16C, D e E, 17C e D). Também como nas heméacias, as formacBes eram
visualizadas tanto como estruturas pore-like isoladas, de forma circular (setas
vermelhas), quanto como o que se assemelhava a poros em fuséo (setas amarelas). A
observacao de estruturas pore-like em quase-fusdo (Fig. 16 C e D, em destaque, e 17D)
é um indicativo de que isto possa, de fato, ocorrer. A medida da espessura das lesbes
pore-like na membrana, que variou de 6,4 a 8,3 nm, mostrou novamente coeréncia com
a espessura de bicamadas lipidicas celulares, medida esta observada para todas as
estruturas visualizadas e mostrada na figura para duas delas escolhidas ao acaso (Fig. 16
D e E). Ainda que trabalhando ja perto do limite permitido por nossa sonda (cuja
curvatura nominal era de 5 nm), tentamos visualizar a presenca de estruturas pore-like
ainda menores e conseguimos, nesta mesma amostra, detectar a presenca de pequenos
poros medindo cerca de 12 nm de diametro (Fig. 18A e B) e 6 nm de profundidade (néo
mostrado). Na figura 18C observa-se uma viséo lateral do filme lipidico em 3D, onde é
mais facil observar que parece ocorrer realmente uma fusdo ou confluéncia dessas
estruturas nesta preparacao, o que pode ter culminado com a existéncia de estruturas de
tamanhos variados. A figura 18B mostra ainda a analise da topografia de algumas lesGes

observadas, como feito para as demais analises.

A auséncia dessas estruturas em varias imagens analisadas nos controles que ndo
sdo lisados indica que elas sd@o o resultado direto da acdo da citolisina nessas
membranas.

Imagens suplementares de microscopia de forca atdbmica de outros filmes
lipidicos e de hemacias analisadas podem ser encontradas no anexo de imagens de
AFM.
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3.5-Purificacao da leishporina a partir de Ext-ms.

3.5.1- Por remocéo seletiva das moléculas co-removidas com

a atividade litica por lipossomos.

3.5.1.1-Analise das moléculas de Ext-ms co-removidas com a

atividade hemolitica por lipossomos.

O fato de sabermos que a leishporina se liga diretamente aos lipidios dos
lipossomos levou-nos ao experimento Gbvio de identificar as moléculas que se ligaram
as vesiculas. Assim, na tentativa de recuperar essas moléculas das membranas dos
lipossomos e tentar visualiza-las por eletroforese, incubamos Ext-ms com quantidades
crescentes de lipossomos, verificando a auséncia da atividade litica no sobrenadante
para nos certificarmos da remoc¢éo da citolisina. Os lipossomos eram lavados e entéo
preparados para analise em SDS-PAGE. Dessa forma, foi possivel visualizar 5 bandas
protéicas, com o0s PMs de cerca de 39, 48, 50, 63 e 80 kDa (Fig. 19A). Nas
concentragcfes de Ext-ms utilizadas, ndo foi possivel visualizar proteinas de PM abaixo
de 39 kDa. Vale notar que a menor quantidade de lipossomos utilizada foi suficiente
para remover toda a atividade hemolitica do Ext-ms. No entanto, ainda € possivel que
possa haver outras moléculas que, por estarem em baixa concentracdo ndo estejam sendo

visualizadas nesta abordagem.

3.5.1.2-1dentificacdo por espectrometria de massas das proteinas
co-removidas com a atividade hemolitica de Ext-ms por

lipossomos.

Os peptideos tripticos das proteinas obtidas da eletroforese anterior foram
analisados por espectrometria de massa em médulo MALDI-Tof-Tof. Essa abordagem
nos permitiu identificar as proteinas pelo seu fingerprint, pelas massas dos peptideos
gerados e também pelo alinhamento de alguns peptideos sequenciados de cada proteina
com proteinas depositadas em bancos de dados, dando assim confiabilidade total as
nossas identificagdes. Sendo assim, a proteina de 63 kDa foi identificada como sendo a

abundante proteina de superficie conhecida como gp63, a de 50 kDa como sendo a beta-
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Figura 19 — Perfil eletroforético e identificacio das proteinas co-removidas com a
atividade hemolitica de Ext-ms pelos lipossomos. A - 10 pL de Ext-ms foram incubados com
as quantidades indicadas da suspensao de lipossomos que foram, em seguida, sedimentados. O
sobrenadante fo1 ensaiado para verificagao da remocgao da atividade hemolitica. Apos lavagem,
0s lipossomos foram preparadas em condigdes desnaturantes e redutoras e aplicadas em gel de
poliacrilamida 12,5%. Na primeira canaleta fo1 aplicada apenas a amostra preparada com 10 pL
de Ext-ms. B - Os lipossomos utilizados para remover a nova atividade gerada no experimento
da figura 12 (2°Lip) foram lavados e a amostra para eletroforese foi preparada nas mesmas
condigoes anteriores. C - (Tabela 2) - As proteinas co-removidas com a atividade hemolitica
(A) foram tripsinizadas e os peptideos resultantes purificados e analisados por espectrometria
de massa. Peptideos de cada uma dessas amostras foram sequienciados (modulo MALDI-Tot-
Tot) e a identificagao ¢ resultante de 100% de identidade dos peptideos sequienciados com

proteinas depositadas no banco de dados.

56



tubulina (PM predito: 50,0 kDa), a de ~48 kDa como sendo a abundante proteina gp46 e
a de ~39 kDa como sendo a enzima da via glicolitica gliceraldeido,3-P-desidrogenase
(GAPDH) (PM npredito: 35,8 kDa), todas identificadas em espécies do género
Leishmania (Fig. 19C). A proteina de 80 kDa ainda néo foi identificada.

3.5.1.3- Perfil eletroforético de proteinas que se ligaram aos

lipossomos apos a re-ativacdo de Ext-ms hemoliticamente inativo.

Nosso grupo mostrou anteriormente (Almeida-Campos, 2001; Almeida-Campos,
2010), e confirmamos neste trabalho (Fig. 12), que Ext-ms que tem sua atividade inicial
removida por lipossomos pode ser ativado por protedlise ou por agentes dissociantes.
Além disso, mostramos também que a nova atividade gerada também pode ser removida
por lipossomos. Nesse contexto, e para eliminar a possibilidade de que algumas das
proteinas identificadas no experimento estivessem se ligando “inespecificamente” ao
DPPC, o préximo passo foi remover a atividade inicial com lipossomos (e com ela, 0
que estivesse se ligando “inespecificamente”), ativar o extrato (como na figura 12) e
verificar se nos lipossomos que removeram a atividade pela segunda vez poderia haver
apenas a forma ativa da leishporina. Assim, apdés SDS-PAGE desses lipossomos,
verificamos a presenga de uma banda protéica com massa proxima de 48 kDa, também
co-removida com a atividade hemolitica gerada (Fig. 19B). No entanto, esta banda nédo
foi ainda identificada. E possivel que ela seja a gp46, identificada no experimento

anterior.

3.5.2- Por cromatografia liquida em FPLC e HPLC.

3.5.2.1- Cromatografias utilizando Ext-ms.

Ainda na tentativa de purificarmos a citolisina, recorremos, simultaneamente, a
trés técnicas classicas de cromatografia: Troca I6nica em FPLC em coluna Resource-Q
(Fig 20), sequida de Filtragdo Molecular em coluna Superose 12 (Figs. 20 a 23) e
finalmente Fase Reversa em HPLC em coluna C18 (Fig 24 a 28). Ap6s a cromatografia
de troca ibnica a atividade hemolitica separava-se em trés fracdes distintas (Fig 20). As
fraghes correspondentes ao primeiro pico de atividade eram re-cromatografadas na

mesma resina, para eliminar a possibilidade de que essas moléculas

57



Troca Ibnica

100

80

60 q
——ABS
H Nacl
— ATV
40
o : ’J . ; . . ﬂ\'\—"
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Fragcoes

Figura 20— Cromatografia de Troca Ionica (Resource-Q)- TFluxo de 30 mL/h com retengio do gradiente nos
patainares indicados. Em vermelho atividade hemolitica (% de lise), em azul, absorbancia (280 nm) e em verde o

gradiente de NaCl (de 0 a IlmM NaCl).
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Figura 21— Cromatografia de Filtracio Molecular/ Superose 12 - Pico 1 - Fluxode 30 mL/h, eluigio
em tampao borato 50 mM 0,4 % CHAPS. Em vermelho (ATV) atividade hemolitica (% de lise) e em azul
(ABS) absorbincia (280 nin).
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Figura 22— Cromatografia de Filtracio Molecular / Superose 12 - Pico 2 — Fluxo de 30 mL/h, elui¢io
em tampao borato 50 mM 0.4 % CHAPS. Em vermelho (ATV) atividade hemolitica (% de lise) e em azul
(ABS) absorbancia (280 nm).
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Figura 23 — Cromatografia de Filtracao Molecular / Superose 12 - Pico 3 — Fluxode 30 mL/h, eluicdo
em tampdo borato 50 mM 0.4 % CHAPS. Em vermelho (ATV) atividade hemolitica (% de lise) e em azul
(ABS) absorbadncia (280 nm).
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Figura 24 — Cromatografia de Fase Reversa/Coluna C18— F 1 — Gradiente de 0-100 % ACN em 0,1% TFA por 30
minutos. Em verimelho (ATV) atividade hemolitica (% de lise), em azul (ABS) absorbancia a 280 nin e em verde
(ACN) gradiente de acetonitrila, os valores nos picos indicam a porcentagem de ACN no ponto.
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Figura 25— Cromatografia de Fase Reversa/Coluna C18 — F 2.A — Gradiente de 0-100 % ACN em 0,1% TFA por
30 numutos. Em vermelho (ATV) atividade hemolitica (% de lise), em azul (ABS) absorbancia a 280 min e em verde
(ACN) gradiente de acetonitrila, os valores nos picos indicam a porcentagem de ACN no ponto.
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Figura 26 — Cromatografia de Fase Reversa/Coluna C18 — F 2.B — Gradiente de 0-100 % ACN em 0,1% TFA por
30 minutos. Em vermelho (ATV) atividade hemolitica (% de lise), em azul (ABS) absorbancia a 280 nm e em verde
(ACN) gradiente de acetonitrila, os valores nos picos indicam a porcentagem de ACN no ponto.
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Figura 27 — Cromatografia de Fase Reversa/Coluna C18 — F 3.A — Gradiente de 0-100 % ACNem 0,1% TFA por
30 munutos. Em vermelho (ATV) atividade hemolitica (% de lise), em azul (ABS) absorbancia a 280 nin e em verde
(ACN) gradiente de acetonitiila, os valores nos picos indicam a porcentagem de ACN no ponto.
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Figura 28 — Cromatografia de Fase Reversa/Coluna C18— F 3.B — Gradiente de 0-100 % ACN em 0,1% TFA por
30 minutos. Em vermelho (ATV) atividade hemolitica (% de lise) , em azul (ABS) absorbancia a 280 nin e em verde

(ACN) graciente de acetomtrila, o valor no pico indica a porcentagem de ACN no ponto.
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teriam eluido no void da coluna por saturacdo da capacidade da mesma e corresponde
realmente as moléculas que ndo se ligaram a coluna (resultados ndo mostrados). Cada
uma das trés fraces era entdo submetida a filtracdo molecular, sendo que as fracdes
correspondentes ao primeiro pico de atividade deu origem a uma Unica fracdo ativa (F1)
(Fig. 21) e cada uma das outras duas deram origem a 2 fracdes ativas (F2A e F2B, Fig.
22) (F3A e F3B, Fig. 23). Estas foram entdo submetidas individualmente a
cromatografia de fase-reversa apds o que obtivemos o seguinte perfil: a F1deu origem a
3 fracdes ativas (F1.1, F1.2 e F1.3, Fig. 24), a F2A a 2 frac0es ativas (F2A.4 e F2A.5,
Fig. 25), a F2B a 3 fracdes ativas (F2B.6, F2B.7 e F2B.8, Fig. 26), a F3A a 2 fracbes
ativas (F3A.9 e F3A.10, Fig. 27) e a F3B a apenas 1 fracdo ativa (F3B.11, Fig. 28),
totalizando 11 fracGes hemoliticas.

Na figura 29 esta o perfil eletroforético das 11 fracbes. Um dublete de
proteinas foi visualizado na regido de 60 kDa apenas nas fracbes F1.3, F2A.5 e F2B.7,
embora as outras 8 fraces também fossem hemoliticas. Nas restantes, ndo visualizamos
nenhuma molécula protéica. As atividades liticas detectadas em algumas fracdes (Figs.
24, 26 e 27) antes do inicio do gradiente de acetonitrila, provavelmente € resultado da
concentracdo do detergente CHAPS vindo da cromatografia anterior, uma vez que,
nenhum dos trés tratamentos que inativam o Ext-ms inicial, a saber a desnaturacao pelo
calor, a remogé&o por lipossomos e a inibicdo por DPPC né&o foram capazes de diminuir
sua atividade litica (resultados ndo mostrados). Assim, essas fracbes foram
desconsideradas.

Para verificarmos se a fracdo final ativa eluida na cromatografia de fase
reversa ainda possuia as propriedades apresentadas pelo Ext-ms original escolhemos
uma das fracdes ativas que apresentaram contetdo protéico na etapa final (Fig 29, F1.3)
e analisamos duas caracteristicas apresentadas pela citolisina em Ext-ms recém
preparados: a inibi¢do da atividade pela incubagdo com DPPC e a ligagéo das citolisinas
a lipossomos unilamelares de mesma composicédo lipidica. Como esperado, a atividade
foi completamente inibida no primeiro experimento e a atividade completamente
removida ap6s incubacdo com lipossomos (Fig. 30A). O perfil eletroforético desses
lipossomos revelou que a proteina de 60 kDa é co-removida com a atividade litica, a

qual ndo é mais encontrada no sobrenadante hemoliticamente inativo (Fig. 30B).
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Figura 29 — SDS — PAGE — Eletroforeses das fracoes liticas ao final do processo de purificacio.

Os diferentes picos vindos da cromatografia de troca ionica (Picos 1, 2.A, 2.B, 3.A e 3.B) foram submetidos a
cromatografia de fase reversa e subdividiram-se em 11 picos hemoliticamente ativos. Nesta ultima etapa. Acima
encontra-se o petfil eletroforético (SDS-PAGE) de cada um desses 11 picos corados pelo coomassie coloidal. A
esquerda da primeira canaleta encontra-se assinalado o peso molecular de 60 kDa.

60kDa — e
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Figura 30 — Inibicio da hemolise por DPPC e remocio da atividade hemolitica por
lipossomos de DPPC da fracio F1.3 proveniente da cromatografia de fase reversa

A — A fragdo F1.3 (Fig. 30) foi mcubada com DPPC e lipossomos de mesma composi¢ao
para verificar a inibicao da atividade litica e a co-remocao de proteinas pelos lipossomos.
B — Visualizagao de proteinas F1.3 que foram co-removidas com a atividade litica (Lip-

DPPC) e petfil eletrofeorético do sobrenadante hemoliticamente inativo (Sob).
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3.5.2.2- ldentificacdo da proteina de 60 kDa purificada por

cromatografia na regiao e co-removida por lipossomos.

Os peptideos tripticos da proteina de 60 kDa (Fig. 29, F1.3) foi foram analisados
por espectrometria de massa. De seu espectro de fragmentagdo escolhemos dois
peptideos de bom sinal de ionizagdo e, pelo modulo de fragmentagdo, os sequenciamos.
O espectro e a sequencia de aminoacidos obtidas encontram-se representados na figura
31 e verificamos que ambos sdo provenientes da proteina HSP70 (Heat-Shock Protein

70) de L. amazonensis.

3.5.2.3- Analise das fracdes liticas obtidas ao final da
cromatografia de fase reversa.

Como haviamos realizado a eletroforese com 10 ou 12,5 % de acrilamida
poderiamos ndo estar visualizando moléculas menores que 10 kDa. Assim, analisamos
cada uma das fragdes mostradas na figura 30 por espectrometria de massas para
verificar a presenca ou auséncia de outras moléculas menores que também pudessem
apresentar atividade litica. Assim, de fato, em uma das fracdes obtidas (F2A.5) também
verificamos a presenca de um abundante peptideo de 6.3 kDa (Fig. 32), que ainda nao
foi identificado. Nas demais fracdes, ndo foi possivel observar outras moléculas

menaores.

3.5.2.4- Cromatografias utilizando Ext-ms tratado com

proteinase K.

Como ja mencionado, a leishporina pode ser ativada por enzimas proteoliticas
tanto do parasita como algumas proteases exogenas (Almeida-Campos & Horta, 2000,
Fig. 11). Nessas condicOes, a atividade citolitica presente nos extratos do parasita
aumenta a medida que a quantidade de proteinas no extrato diminui (Almeida-Campos,
2001). Na caracterizagdo inicial da leishporina (Noronha et al., 1996) e nos
experimentos mostrando a ativacdo proteolitica (Almeida-Campos, 2000), era evidente
que a atividade da leishporina € bastante resistente a digestdo proteolitica. Todavia, em

experimentos anteriores o tratamento com tripsina reduzia substancialmente a atividade,
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Figura 31 — Identificacio da proteina de 60 kDa presente na fracio F1 .3 (Fig. 30)por espectrometria de massas (MALDI-
TOF-TOF).
A proteina foi retitada do gel, descorada e tripsinizada. Seus peptideos tripticos foram eluidos, concentrados, dessalinizados e
analisados ao espectrometro de massas. Dois peptideos foram sequenciados (assinalados em azul e vermelho) e com estas
seqiiéncias verificamos nos bancos de dados disponiveis que se tratava da proteina HSP70 de Leishmania amazonensis.
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Figura 32 — Analise por espectrometria de massas (MALDI-TOF) da fracio F2-A-5 proveniente da
cromatografia de fase reversa do experimento anterior (Fig. 30).

A amostra foi concentrada e analisada ao espectrometro de massas (MALDI-TOF) para verificar a presencga ou
auséncia de moléculas de baixo peso molecular. O pico refere-se a um peptideo de ~ 6,3 kDa encontrado nesta
fracdo litica.
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mostrando a importancia de algum componente protéico. Assim, pensando que
peptideos ou outras moléculas geradas pela digestdo ainda continuem com atividade
hemolitica, decidimos fazer uma cromatografia de fase reversa utilizando a coluna C18

do produto de digestdo com proteinase K do Ext-ms.

Antes, no entanto, avaliamos algumas das caracteristicas do produto de digestéo.
Avaliamos, inicialmente, se a atividade hemolitica ou lipolitica de Ext-ms resiste a
quantidades crescentes e elevadas de proteinase K. Nas figuras 33 e 34 podemos
verificar que a presenga de até 100 ou 200 pug/mL de proteinase K ndo afeta a atividade
hemolitica ou lipolitica, respectivamente, de Ext-ms. Proteinase K apenas foi incubada
com hemacias nas mesmas concentraces utilizadas no experimento e ndo houve
hemolise (resultado ndo mostrado). Esses resultados confirmaram que a atividade da
leishporina é bastante resistente a protedlise. Os Ext-ms tratados com a protease foram
analisados por SDS-PAGE para verificar a acdo proteolitica da proteinase K. Como
pode ser verificado na figura 36, a Unica proteina visivel maior que 20 kDa ap0és
digestdo € a propria proteinase K (29 kDa), indicando que a atividade hemolitica, ap6s o
tratamento com a proteinase K, estd presente na fracdo que contém apenas moléculas

com PM menor que 20 kDa.

Avaliamos ainda a sensibilidade ao calor do produto de digestdo e a remocéo da
atividade com lipossomos de extratos tratados ou ndo com 500 pug/mL de Proteinase-K.
Como pode ser visto na figura 35 Ext-ms ativos tem sua atividade totalmente abolida
pelo aquecimento a 100 °C, como ja demonstrado em varios resultados anteriores de
nosso grupo e mesmo no presente trabalho. No entanto, ap6s o tratamento com a
protease esse tratamento desnaturante para proteinas ndo afeta a atividade hemolitica.
Contudo, a atividade hemolitica é inteiramente removida por lipossomos de DPPC, que
sdo inclusive lisados por Ext-ms ap0s o tratamento com proteinase K, como mostrado
anteriormente (Fig. 34). Deste modo, os extratos tratados com a protease ndo sdo mais
termolabeis como os Ext-ms recém preparados (Fig. 35).

Os Ext-ms tratados com proteinase K foram entdo submetidos a cromatografia de
fase reversa. Verificamos que a atividade hemolitica co-localizou com 6 fragdes eluidas
da coluna C18 (Fig. 37). Contudo esses picos ndo apresentaram leitura a 280 nm
(indicativo de moléculas protéicas) e, sim, a 214 nm. A analise dessas fragdes por
espectrometria de massas mostrou que realmente as 6 fragfes s6 continham moléculas
de baixo peso molecular, que variavam de com relacdo a sua M/Z de cerca de 917 a
cerca de 1572 (Tabela 3), confirmando a anélise por SDS-PAGE (Fig. 37, inserto). O
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Figura 33 — Efeito da Proteinase K sobre a atividade litica de
Ext-ms— hemacias.

Ext-ms foi incubado ou nao com quantidades crescentes de
Proteinase K a 37° C durante 18 horas, apos esse tempo o extrato
for novamente ensaiado para deternunacao de sua atividade
hemolitica. Proteinase-K fo1 incubada com hemacias nas mesmas

concentragbes utilizadas e nenhuma lise for observada (nao

mostrado).
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Figura 34 — Efeito da proteinase-K sobre a atividade litica de

Ext-ms— lipossomos.

Ext-ms fo1 incubado com 100 pg/mL proteinase-K durante 18 hs e
entao com lipossomos de DPPC contendo calceina. Lipossomos
incubados com CHAPS ou CHAPS + proteinase-K nao foram
lisados. A liberagdo de calceina for medida em fluorimetro nos

itervalos de tempo indicados.
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Figura 35 — Sensibilidade de Ext-ms digerido por Proteinase K
a desnaturacio pelo calor e ao tratamento de incubacio com

lipossomos.

Ext-ms hemoliticamente ativos foram tratado com Proteinase-K
500 pg/mL. Apos vernficagao da digestao pela eletroforese
(resultado nao mostrado), foram ensaiados quanto a sua atividade
hemolitica antes e apos sua fervura e apos incubagao com

lipossosmos.
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Figura 36 — SDS-PAGE de Ext-ms digeridos por Proteinase K.

Amostras de 100 pL (concentrados para 10 pL) de cada extrato,
incubados ou nao com Proteinase K, obtidos do experimentos da
figura 33 e que continuavam hemoliticos foram fracionados por

SDS-PAGE e o gel foi corado pelo método da prata.
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Figura 37— Cromatografia de Fase-Reversa de Ext-ms tratado com 1({) pg/mL de proteinase-K

Apos tratamento com Proteinase-K, Ext-ms fo1 submetido a cromatografia de fase reversa em coluna C18. Todas as
fragdes foram ensaiadas quanto a presenga de atividade hemolitica. Os timeros de 1 a 6 indicam os picos de atividade
hemolitica e as porcentagens indicadas sido referentes ao percentual de acetomitiila necessano para eluigio no ponto.

Inserto — Atividade do extrato (A) e SDS-PAGE antes e apos tratamento com a proteinase-K (B).
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Fracao Faixa Massa/Carga Molécula Mais Abundante
1 985.5936—1572.7814 1229.7581
2 1039.6691 — 1135.6467 1039.6691
3 1060.0295 — 1293.0496 1082.0277
4 1043.6769 - 1091.6705 1043.6769
5 1043.6619—-1229.7571 1136.7173
6 917.2448 - 1560.7073 1072.0660

Tabela 3 — Analise das massas das moléculas liticas em cada uma das seis fracoes hemoliticas obtidasaposa
cromatografia defasereversa do extrato de L.amazonensis tratado com 100 pg/mL de proteinase-K por 12 horas. Os
espectros utilizados para se construir esta tabela encontram-se no anexo de espectros de massas.
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maior peso molecular estimado ndo passa de 1,6 kDa, o equivalente a cerca de 13
aminoacidos, caso seu conteddo molecular seja protéico. No entanto, a fragmentacédo
observada de todas as fracGes hemoliticas ndo gerou quebras tipicas de peptideos,
sugerindo que a atividade litica nas fracGes cromatograficas do Ext-ms tratado com
proteinase K ndo esta associada a proteinas ou peptideos.

Em conjunto, esses resultados mostram o0 qudo resistente a protedlise é a
atividade litica presente nos extratos do parasita, apontando ainda para a possivel

existéncia (ou co-existéncia) de um composto litico de natureza ndo protéica.

3.5.2.5- Cromatografias utilizando Ext-ms tratado com g-HCI

Um outro protocolo por nés utilizado para a purificacdo envolveu a ativacdo
prévia da leishporina com g-HCI. Como mencionado anteriormente, o tratamento com
g-HCI dissocia a molécula de um inibidor, ativando as citolisinas inativas presentes no
extrato. Esse tratamento visou obter a leishporina apenas em sua forma ativa e, desta
forma, otimizar a obtengdo de moléculas ativas puras. Mantivemos o g-HCI presente
apenas durante a primeira cromatografia, que, neste protocolo, foi a filtragdo molecular
ao invés de troca idnica. A filtracdo molecular (Superose 12) resultou na separacdo de
uma fracdo ativa (Fig. 38). A fracdo litica proveniente da filtragdo molecular foi
dialisada e submetida a cromatografia de troca ibnica (Resource-Q). Durante o
experimento monitoramos a atividade litica que, além de ser aumentada pelo tratamento
com g-HCI, manteve-se estavel durante todo tempo no qual o extrato litico ficou na
presenca do agente dissociante, ou seja até que o0 mesmo fosse removido por dialise para
que o segundo passo, que era a cromatografia de troca iénica, pudesse ser realizado sem
sua interferéncia. Apds a troca idnica, reunimos dois picos protéicos com atividade
hemolitica em uma Unica fracdo (Fig. 39). Esta fracdo foi entdo submetida a Gltima
etapa de purificacdo, a cromatografia de fase reversa (Coluna C18). Ao final, foram
obtidas trés fragdes hemoliticas (Fig. 40) F1, F2 e F3. Com o intuito de ndo perder
moléculas de baixo peso molecular e outros compostos ndo visualizaveis a eletroforese
estas fragdes foram diretamente analisadas ao espectrometro de massas. Tratamos assim
cada uma das trés fragdes liticas com tripsina imobilizada (mais ativa, removivel da
suspensdo por sedimentacdo e aconselhavel para espectrometria de massas por nao gerar

picos de autélise). Acompanhamos a digestao a cada hora, ao longo de 8 horas, para
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Figura 38 — Cromatografia de Filtracio Molecular na Presenca de g-HCV Superose 12 Ext-ms—
Fluxo 30 mL/h, elui¢do em tampio borato 50 mM 0,4 % CHAPS e g-HC1 500 mM. Em vermelho (ATV)
atividade hemolitica (% de lise) e em azul (ABS) absorbancia (280 nm).
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Figura 39 — Cromatografia de Troca Ionica (Resource-Q) Fraciio ativa vinda da Filtracio Molecular. Fluxo

de 30 mL/h com retengiao do gradiente nos patamares indicados. Em vermelho (ATV) atividade hemolitica (% de
lise), em azul (ABS) absorbancia (280 nm) e em verde o gradiente de NaCl (de 0 a 1mM NaCl).
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Figura 40 — Cromatografia de Fase Reversa/Coluna C8 — Fracao ativa vinda da Troca Ionica .
Gradiente de 0-100 % ACN em 0,1% TFA por 30 minutos. Em vermelho (ATV) atividade hemolitica (% de lise) ,

em azul (ABS) absorbancia a 280 nm e em verde (ACN) gradiente de acetonitrila, os valores nos picos indicam a
porcentagein de ACN no ponto.
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identificarmos os possiveis peptideos liticos liberados e sequencia-los. No entanto,
mesmo apos incubacdo overnight, alquilacdo e reducdo das amostras, para favorecer a
tripsindlise, nenhum fragmento peptidico pode ser identificado, a ndo ser um auto-
fragmento da prépria tripsina, o que por si ja era indicativo da auséncia de substrato
protéico. Entretanto o aparelho, desde o inicio, detectou um pico abundante de massa-
carga (M/Z) 518 e outros dois de M/Z 520 nas amostras, como indicam as figuras 41 e
42. Apesar de termos efetuado os testes de controle da enzima, que encontrava-se
extremamente ativa, decidimos ainda concentrar as amostras, separar aliquotas e incuba-
las na presenca da tripsina classica (ndo imobilizada) e, mais uma vez, nenhum
peptideo, além de auto-fragmentos tripticos, foi gerado nas amostras hemoliticas.

A identificacdo das moléculas de M/Z 518 e M/Z 520 foi feita por clivagens
moleculares e estudo das massas de seus fragmentos. Pudemos entdo identificar a
presenca de dois lisofosfolipideos de fosfatidilcolina, um deles apresentando a cadeia de
acido graxo como sendo de &cido linoléico (Fig. 43) e o segundo de &cido linolénico
(Fig. 44). Essas identificagOes puderam ser feitas com precisdo devido ao fato de termos
trabalhado no modo de fragmentacdo, o que nos possibilitou identificar os ions
resultantes e as massas/cargas das diferentes clivagens sofridas pelas moléculas como
também indicado nas figuras 43 e 44. Desta forma, pudemos identificar fragmentos
como o monoacilglicerol, com as cadeias de &cido graxo correspondentes identificadas,
as fosfocolinas, as colinas, e algumas desidratacGes sofridas durante o processo. O
lisofosfolipideo de &cido linoléico apareceu em duas das fracGes analisadas (F1 e F3)
(Fig. 41), sendo que em uma delas apresentou-se em sua forma dimerizada (ver anexo
de espectros), de forma que a sua clivagem resultou no mesmo padréo apresentado na
figura 43. Ja o lisofosfolipideo de &cido linolénico foi eluido na fracdo F2 (Fig. 42), e
seu o padrdo de fragmentacdo, utilizado para sua identificacdo molecular, esta
esquematizado na figura 44.

Para melhor caracterizar os lipideos, essas trés fracdes liticas contendo os dois
lisofosfolipideos foram submetidas tanto ao tratamento desnaturante pelo calor (fervura
a 100 °C, 10 minutos) quanto & incubacdo com lipossomos de DPPC. Como mostrado
(Fig. 45), a atividade litica dessas moléculas ndo € abolida pelo calor, a semelhanca dos
Ext-ms tratados com a proteinase-K (Fig. 35). Entretanto tratamento com os lipossomos
remove a atividade hemolitica das trés fracbes mostrando a interacdo dos
lisofosfolipideos com o DPPC (Fig. 45).
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Figura 41 — Detecciio por espectrometria de massas (MALDI-TOF-TOF) da molécula litica presente nas fracoes vindas
da cromatografia de fase-reversa anterior ( Especiro representativo das fracoesF 1 e F3 anteriores).
A fracdo litica foi analisada ao espectrometro de massas e revelou a presenca de uma molécula de peso molecular (M /7)) de

520.
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Figura 41 — Deteccio por espectrometria de massas (MALDI-TOF-TOF) da molécula litica presente nas fracdes
vindas da cromatografia de fase-reversa anterior ( Espectro representativo da fracioF2 anteriores).

A4 fragho litica foi analisada ao espectrometro de massas e revelou a presenga de uma molécula de peso molecular (M /Z) de
520 e outra de (WM/Z) de 518.
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Figura 43 — Identificacio por espectrometria de massas (MALDI-TOF-TOF) da molécula litica de M/Z 520 obtida apos a

cromatografia de fase-reversa.

A fiagiio litica isenta de proteinas ou peptideos foi analisada ao espectrometro de massas e revelou a presenca de wmna molécula com

peso molecular (M /Z) de 520,

correspondente a um lisofosfolipideo de fosfatidilcolina (LPC). As moléculas

originadas da

fragmentagio comprovaram nossa identificaciio. Os asteriscos indicam desidratagSes ocorridas durante o processo. O acido graxo

observado apresentando duas msaturagdes taz correspondencia ao acido linoléico.
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Figura 44 — Identificaciio por espectrometria de massas (MALDI-TOF-TOF) da molécula litica de M/Z 518 obtida apos a
cromatografia de fase-reversa.
A fragdo litica isenta de proteinas ou peptideos foi analisada ao espectrometro de massas e revelou a presenga de wma molécula
com peso molecular (M /Z) de 518,308, comespondente a um lisofosfolipideo de fosfatidilcolina (LPC). As moléculas
onginadas da fragmentacdo comprovaram nossa identificagdo. Os asteriscos mdicam desidratagGes ocorridas durante o processo
e o sinal de + wma hidratagdo observada. O acido graxo observado apresentando tiés insaturagdes faz correspondéncia ao acido

linolénico.
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4-DISCUSSAO

Citolisinas formadoras de poros ja foram descritas em varios microrganismos
patogénicos, incluindo protozoérios, sendo que varias delas ja foram implicadas na
patogénese das doencas causadas pelos mesmos (Horta, 1997; Almeida-Campos et al.,
2002; Parker & Feil, 2005; Ishino et al., 2005; Herbst et al., 2004).

A caracterizacdo da leishporina como uma molécula formadora de poros de L.
amazonensis nos leva a indagar sobre a fungédo desta citolisina, tanto no ciclo de vida do
parasita quanto na patogénese da leishmaniose. O fato de a leishporina ter atividade
litica 6tima em pH 5,5 e a 37°C (Noronha et al., 1996; Noronha et al., 2000) sugere que
ela possa agir dentro do fagolisossomo e fez 0 nosso grupo propor que, entre outras
funcbes, ela estivesse envolvida com o rompimento do fagolisossomo, como ja
demonstrado para Listeria monocytogenes (Bielecki et al., 1990) e sugerido para T.
cruzi (Andrews et al. 1990) e, posteriormente, do préprio macréfago infectado pelo
parasita (Horta, 1997; Almeida-Campos et al., 2002), como ja demonstrado para a
Legionella pneumophila (Alli et al., 2000). Assim, € objetivo do nosso grupo investigar
a(s) funcéo(bes) da leishporina. Alcancar este objetivo depende de sua identificacdo e
de sua caracterizagdo molecular. O presente trabalho mostra a purificagdo de moléculas
que acreditamos que possam ser a citolisina que inicialmente chamamos de leishporina
e esclarece alguns aspectos sobre a interacdo desta citolisina de L. amazonensis com
membranas e sobre a estrutura dos poros nelas formados.

Resultados anteriores do nosso grupo demonstraram que para lisar hemaécias, a
leishporina liga-se @ membrana dessas células, etapa que € independente da temperatura
(ocorrre mesmo a 0 °C), sem causar lise. Esta advém apenas em temperaturas mais altas
(6tima a 37 °C) e consiste, provavelmente, na insercdo e/ou polimerizacdo da
leishporina na membrana da célula-alvo (Fig. 3 de Noronha et al., 2000). Neste trabalho,
utilizando as condicBes que permitem somente a ligacdo da leishporina nas hemacias,
confirmamos este resultado e mostramos ainda que a atividade hemolitica de Ext-ms é
removida por essas células (Fig. 4A).

Para causar lise, PFPs precisam se ligar a receptores celulares. Varias PFPs
reconhecem lipideos, enquanto outras, proteinas ou carboidratos como receptores
(Geney & Popoff, 2006 e Young & Collier, 2007). Neste sentido, uma parte do nosso
trabalho consistiu em estudar qual seria o receptor ao qual a leishporina se liga as
membranas-alvo e tentar utilizar esta caracteristica de ligacao para tentarmos purifica-la

a partir de extratos liticos do parasita. Resultados anteriores do nosso grupo
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demonstraram que nem carboidratos nem proteinas pareciam ser importantes
mediadores ou moduladores da atividade da citolisina de L. amazonensis e que
lipossomos multilamelares compostos de DPPC e colesterol apenas podiam remover a
atividade hemolitica do Ext-ms, indicando a ligacdo da leishporina a esses lipideos
(Almeida-Campos, 2001; Castro-Gomes et al., 2009). Esses resultados sugeriram-nos
que a leishporina utiliza lipides como receptores e que eles sdo suficientes para a ligacéo
a membrana e para a atividade litica. Assim, avaliamos outros dois grandes
componentes de membranas naturais, os fosfolidides e o colesterol. Utilizamos para isto
lipossomos de DPPC ou DOPC acrescidos de colesterol, agora unilamelares, por
mimetizam bem as membranas naturais em composicao e estrutura. A suposicao de que
a leishporina se liga diretamente a lipideos foi corroborada pelos seguintes resultados
deste trabalho: 1) DPPC inibe completamente a atividade litica do Ext-ms (Fig. 6); 2)
lipossomos feitos de DPPC (Figs. 4B e 9) ou DOPC (ndo mostrado), a semelhanca do
que ocorre com as hemécias, removem prontamente a atividade litica de Ext-ms de
forma dose-dependente; 3) lipossomos de DPPC carregados com calceina sdo lisados
por Ext-ms (Fig.8). A auséncia da lise de lipossomos por Ext-ms aquecido a 100 °C ou
quando o ensaio é feito a 0 °C confirma a termolabilidade da citolisina e a sua
dependéncia da temperatura para a formacdo de poros, respectivamente, esta Gltima
demonstrada pelo fato de que lipossomos incubados com Ext-ms a 0 °C sdo
imediatamente lisados quando tém sua temperatura elevada a 37 °C (resultado nao
mostrado). Este resultado corrobora resultados anteriores mostrando que em baixas
temperaturas a leishporina é capaz de se ligar a membrana da hemécia sem causar
hemolise (Fig. 3 de Noronha et al., 2000) e, uma vez ligadas, rapidamente podem se
inserir e polimerizar com o aumento da temperatura, evidenciando mais uma vez essas
duas etapas de ligacdo e de formacdo de poros. Essas etapas ocorrem também com outra
citolisinas como a perfringolisina, produzida pela bactéria Clostridium perfringens
(Heuck et al., 2000) e a pneumolisina, produzida pela bactéria Streptococcus
pneumoniae (Tilley et al., 2005). Esses autores demonstraram por microscopia
eletrbnica que o poro pré-formado desta citolisina se liga @ membrana de lipossomos de
modo independente da temperatura, sem lisa-los e que apdés um colapso vertical
dependente da temperatura se inserem na bicamada lipidica provocando sua lise.

O fato de que vesiculas feitas de um unico lipideo séo lisadas pela leishporina
indicaram que 1) ela se liga diretamente a porcao lipidica da membrana, 2) que a ligacdo

ocorre via fosfolipides, 3) que essas sdo as Unicas moléculas requeridas e 4) que elas sdo
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suficientes para a ligacdo a membrana e a atividade litica. PFPs de outros protozoarios
como as amebaporos (Andra et al., 2004) e as naegleriaporos (Young & Lowrey, 1989)
também se inserem aos lipides sem a mediacdo de receptores classicos. Da mesma
forma, algumas PFPs bacterianas se ligam diretamente a fosfatidilcolina, fosfatidil
serina, fosfatidiletanolamina, colesterol ou esfingomielina (Potrich et al., 2009; Valeva
et al., 2006; Flanagam et al., 2009). Foi fundamental verificar que lipossomos de DPPC
previamente incubados com Ext-ms e lavados extensivamente causam a lise de
lipossomos da mesma composicdo que ndo tiveram contato prévio com o extrato do
parasita (Fig. 10). Uma vez que lipossomos que néo tiveram contato prévio com Ext-ms
ndo lisam lipossomos de mesma composi¢do, podemos inferir que é a leishporina ligada
aos lipossomos pré-incubados com Ext-ms que lisa as vesiculas livres de qualquer
contato prévio com Ext-ms. Uma explicacdo plausivel para este resultado é que a
leishporina teria se transferido de um tipo de lipossomo para outro por fusao entre eles,
fendmeno favorecido, no caso do DPPC, pela temperatura de 37 °C, temperatura de
transicdo de fase deste lipideo. Isto confirma que a leishporina lisa células utilizando
apenas fosfolipides, o Unico requisito na membrana das células-alvo para formar poros
estaveis. Isto também fornece a demonstracdo final de que as moléculas que se ligam
aos fosfolipides contém a atividade litica e sdo suficientes para que ocorra a lise,
eliminando a possibilidade de que lipossomos ou hemacias, quando removem a
atividade hemolitica de Ext-ms, estariam meramente removendo do Ext-ms algum outro
componente sem o qual a atividade litica ndo ocorreria. Este achado esta de acordo com
resultados anteriores e deste trabalho que mostram, respectivamente, que embora
hemaécias (Fig. 3 de Noronha et al., 2000) ou lipossomos (ndo apresentados) incubados
com Ext-ms ndo sejam lisados a 0 °C, eles o sdo, imediatamente, ap0s rapida incubados
a 37 °C.

Um fator importante para a ligagdo de citolisinas a membranas € o seu contetdo
lipidico, especialmente o de colesterol. Como j& mencionado, citolisinas bacterianas
podem ser agrupadas como dependentes de colesterol, sem o qual a citolisina ndo se liga
a membrana e a lise ndo ocorre, e as independentes de colesterol (Tweten, 2005). Neste
trabalho, demonstramos que a leishporina ndo usa o colesterol como sitio de ligagdo. Ao
contrario do DPPC, o colesterol € incapaz de inibir a atividade hemolitica de Ext-ms,
mesmo em altas concentracdes (Fig. 6), sendo dispensavel para a ligacao da leishporina
ao fosfolipide para a sua atividade citolitica, uma vez que ele ndo aumenta a capacidade

de lipossomos de DPPC de remover a leishporina do Ext-ms (Fig. 5) ou a eficiéncia da
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citolisina para lisar lipossomos de DPPC (Fig. 7). A independéncia do colesterol para
sua ligacdo a membrana estd de acordo com resultados anteriores que mostraram que a
leishporina é capaz de se ligar a membranas bacterianas (Almeida-Campos, 2001;
Castro-Gomes et al., 2009). Contudo, o colesterol pode ser um mediador negativo para a
atividade mediada pela leishporina, uma vez que o aumento de sua concentracao nos
lipossomos previne, de forma dose-dependente, a lise de lipossomos (Fig. 7). Este
resultado tomado junto com o fato de que as citolisinas se ligam a lipossomos que
contém 40% de colesterol (Fig. 5) é interessante pois mostra que, nessas condicdes, a
citolisina é capaz de se ligar a essas vesiculas mas ndo pode ocasionar a lise. Tomados
em conjunto, estes dados mostram que o colesterol ndo é necessario nem para a ligagdo
da proteina a membrana-alvo nem para a inser¢ao e/ou formacao do poro, o que coloca
entdo a leishporina na classe das citolisinas que independem de colesterol para lisar a
célula-alvo. No entanto, ele interfere de forma negativa na formacdo de poros pela
citolisina, de alguma forma interferindo na susceptibilidade da membrana a formacéo do
poro. E sabido que o colesterol influencia diretamente na fluidez da membrana. Sendo
assim, é possivel, e bastante plausivel, que o colesterol confira maior rigidez as
membranas, 0 que poderia dificultar a insercdo de moléculas na bicamada lipidica. E
possivel ainda que o colesterol, além de determinadas concentracdes, dificulte a
mobilidade de possiveis subunidades de leishporina (ainda que inseridas) o que
dificultaria o encontro das mesmas para que haja a “polimeriza¢do” e a conseqiiente
formacéo dos poros. Dados da literatura mostram que a composicao lipidica, incluindo a
alta concentracdo de colesterol, esta envolvida na resisténcia de alguns organismos as
suas proprias hemolisinas, sendo muitas vezes o proprio colesterol um modulador
negativo para a citolise. Este fendmeno foi descrito para o protozoario patogénico
Entamoeba histolytica (Andra et al., 2004). Como mostrado pelos autores, a
permeabilizacdo de lipossomos pelos peptideos formadores de poros desse protozoario
era tanto menor quanto maior a quantidade de colesterol presente nas vesiculas e,
devido a altas concentracBes de colesterol em suas membranas (40%), as amebas que
produzem esses peptideos citoliticos sdo imunes a autolise. Com relacdo a Leishmania,
resultados anteriores do nosso grupo indicaram que € possivel que a composi¢do
lipidica do parasita também o proteja da autolise, ja que a leishporina € capaz de se ligar
as promastigotas, mas nao causam sua lise (Almeida-Campos, 2001). Vale a pena
mencionar que o colesterol, em membranas naturais, esta assimetricamente distribuido,

localizado principalmente em lipid-rafts, realidade muito diferente da que ocorre nas
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membranas dos lipossomos nas quais o colesterol encontra-se simetricamente difundido
pela bicamada.

Resultados anteriores mostraram que nos extratos do parasita que utilizamos,
co-existem formas ativas e inativas da leishporina. Mostramos ainda que a citolisina é
ativada pela remocdo de um oligopeptideo inibidor ligado de forma ndo covalente a
molécula ativa, o que pode ser alcancado tanto por digestdo proteolitica quanto por
agentes dissociantes que removem esta molécula (Almeida-Campos, 2001; Almeida-
Campos et al., 2010). Aqui, nds mostramos que proteases presentes no proprio Ext-ms
utilizado também eram capazes de ativar a leishporina (Fig. 11). Resultados anteriores
sugeriram que tanto a forma ativa quanto a forma inativa eram capazes de se ligar a
lipideos (Almeida-Campos et al., 2010), o que foi, de fato, verificado no presente
trabalho, utilizando a ativacdo intrinseca ao préprio extrato. Inicialmente, verificamos
que ap6s uma primeira remocao da atividade hemolitica com um minimo de lipossomos
necessario para que toda a atividade litica fosse removida, o sobrenadante ainda era
capaz de “gerar” mais atividade hemolitica pela agdo das serino-proteases do proprio
parasita (Fig. 11), demonstrando que nesse sobrenadante as formas inativas ainda
estavam presentes (Fig.11 e 12). No entanto, quando um excesso de lipossomos foi
empregado, ndo houve geracdo de nova atividade (Fig. 13B). Desses resultados, duas
hipoteses plausiveis eram: 1) a forma ativa se liga com maior afinidade aos lipideos; 2)
as formas inativas existem em maior quantidade no extrato do que as formas ativas.
Para respondermos esta questdo realizamos um ensaio no qual removemos toda a
atividade litica presente nos extratos do parasita com o minimo de lipossomos
necessario, de forma que no extrato sO estivessem presentes as formas inativas da
citolisina. A ativacdo da leishporina, mediada pelo agente dissociante g-HCI, feita em
dois momentos diferentes, antes da ligacdo e depois da ligacdo da citolisina nas
hemaécias, nos mostrou que a primeira hip6tese parece ser a correta. A dissociacdo do
inibidor antes da ligagdo a membrana das heméacias produz um grande aumento na
cinética de ligacdo da leishporina (Fig. 14A), e consesquentemente na cinética de
hemolise (Fig. 14B), quando comparada com a dissociacao realizada depois da ligagdo
as hemécias.

A formacéo de poros pela leishporina foi inicialmente demonstrada por técnicas
de patch-clamp. Entretanto, ndo haviamos ainda visualizado a estrutura de poro nas
membranas lisadas. Aqui, analisamos os dois modelos de membrana utilizados,

heméacias e lipossomos para visualizar os poros, utilizando uma técnica de alta
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resolucdo, que vem sendo amplamente utilizada para visualizacdo de estruturas em
biomembranas, que € a Microscopia de Forca Atébmica (Atomic Force Microscopy -
AFM). Por AFM, mais especificamente a Tapping mode technique, varios grupos vém
demonstrando o efeito de citolisinas e PFPs na topografia das membranas lisadas por
essas moléculas. Abordagens utilizando-se AFM Tapping-mode technique foram bem
sucedidas tanto para se visualizar pequenos poros medindo cerca de 2 nm de diametro,
como observado para as OmpF Porin de bactérias (Philippsen et al., 2002) quanto para
PFPs que produzem poros maiores como a perfringolisina O de Clostridium perfringens
cujos poros medem cerca de 40 nm de diametro (Czajkowsky et al., 2004).

A abordagem de Tapping mode AFM permitiu-nos visualizar estruturas bem
definidas e de caracteristicas homogéneas que se assemelham a poros, medindo, em sua
maioria, de 25-100 nm de diametro tanto na superficie de hemécias lisadas (Fig. 15)
qguanto em filmes lipidicos feitos a partir de lipossomos de DPPC (Figs. 16 a 18)
(didmetros menores e maiores foram também observados). O fato de que membranas de
hemécias e filmes lipidicos de lipossomos de DPPC intactos que haviam sido incubados
com Ext-ms fervido ou de DOPC, que ndo sdo susceptiveis a lise pela leishporina, ndo
mostrarem essas estruturas pore-like, indicam que elas tenham sido causadas pela
leishporina do Ext-ms. Por si s, essas estruturas apresentando essas dimensdes
(diametro e profundidade) seriam, certamente, mais que suficientes para passagem de
moléculas de agua (e até mesmo da prépria hemoglobina), tendo muito provavelmente
sido a causa da lise das hemacia e dos lipossomos utilizados.

Esses resultados estdo de acordo com resultados anteriores de nosso grupo que
mostraram que 0s poros aumentam de tamanho em fungéo do tempo de incubagdo com
0 extrato e em funcdo de sua concentracdo e cujo tamanho minimo seria de cerca de 1,6
nm (Noronha et al., 2000). Esse aumento pode ser tanto a consequéncia da adi¢do de
subunidades individuais (“monomeros”) de leishporina quanto da coalescéncia de varios
poros distintos, ja formados, como mostram as imagens, onde duas estruturas similares
se fundem ou quase fundem (Figs. 16D e 17C). Essas estruturas pore-like de diametros
variaveis apresentaram, no entanto, homogeneidade quanto a suas profundidades
(disténcias verticais) sempre em torno de 6-8 nm, dimensdes condizentes com a
espessura de bicamadas lipidicas, que é de ~ 7 nm (Figs. 15G e 15J, 16E — 17B e 18B).
O aspecto das formacOes observadas, as dimensdes encontradas, a consisténcia de

nossos dados e a comparacdo com dados da literatura vindos de outros grupos que,
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utilizando a mesma técnica de microscopia, mostraram estruturas semelhantes para
outras citolisinas formadoras de poros, atestam a confiabilidade de nossa interpretagéo .

O fato da leishporina se ligar a membranas de lipossomos causando sua lise e de
termos visualizado por AFM os danos por ela provocados nos fez acreditar ser possivel
utilizar lipossomos como ferramenta de purificacdo da citolisina a partir dos extratos
liticos do parasita. Uma vez tendo mostrado que lipossomos (contendo ou néo
colesterol) removiam a atividade hemolitica de extratos de promastigotas de L.
amazonensis, € que a leishporina se ligava a eles foi o0bvio pensar que pudéssemos
seletivamente purificar a leishporina do Ext-ms. De fato, 5 proteinas do Ext-ms se
ligaram aos lipossomos nas condigdes utilizadas (Fig. 19A), das quais 4 foram
identificadas por fingerprint dos peptideos tripticos obtidos por espectrometria de
massas e pelo seqiienciamento de alguns desses peptideos (Fig. 19C). Estas foram a
abundante protease de membrana gp63, a B-tubulina (50kDa), a também abundante
gp46, uma proteina presente em algumas espécies de Leishmania e a enzima da via
glicolitica GAPDH (39kDa), todas com matchs no género Leishmania. E possivel
assim, que uma ou mais dessas proteinas esteja(m) de alguma forma envolvidas com a
lise mediada pelo que chamamos de leishporina. Dessas proteinas é interessante
ressaltar que a GP46 ndo possui funcdo conhecida e que a GAPDH foi recentemente
estudada como uma molécula importante na inducdo do entumescimento e
permeabilizacdo de mitocondrias com perda do seu potencial transmembrana interno
culminado com a liberacdo de proteinas pro-apoptéticas como o citocromo ¢ e AlF
(apoptosis-inducing factor), bem como da lise de lipossomos (Tarze et al., 2007). E
possivel assim, que a GAPDH possa ter papel semelhante em Leishmania. Trabalhos
anteriores do nosso grupo ja haviam demonstrado que a gp46 ancorada a membrana de
L. amazonensis ndo tem qualquer participacdo na lise mediada pela leishporina. No
entanto, Tonui et al. (2004) mostraram que a gp46 também pode se apresentar sob
forma soltvel e pode aparecer em meios de culturas de Leishmania major, o que pode
colocar a gp46 soltvel como uma candidata a participar da citolise mediada pela
leishporina.

Resultados anteriores mostraram que a leishporina parece se apresentar como
uma forma hemoliticamente inativa que pode ser ativada ou por protedlise ou por
dissociacdo de um oligopeptideo ndo covalentemente ligado a citolisina (Almeida-
Campos & Horta, 2000; Almeida-Campos, 2001). No extrato total, foi demonstrado que

a ativacdo da leishporina é mediada por serino-proteases solUveis do préprio extrato, por
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serino-proteases exodgenas e por agentes dissociantes (Almeida-Campos & Horta, 2000).
Posteriormente foi mostrado que a ativacdo consiste na remogdo de um provavel
peptideo inibidor da atividade citolitica (Almeida-Campos et al., 2010). No presente
trabalho, nds verificamos que a ativacdo da leishporina também podia ser mediada por
uma serino-protease presente no Ext-ms aqui utilizado (Fig. 11). De fato, ha relatos
recentes sobre a presenca de serino-proteases em fracOes de membranas de L.
amazonensis (Silva-Lopez et al., 2004; Morgado-Dias et al., 2005). Esses dados nos
fizeram pensar em outra abordagem para capturar apenas a leishporina utilizando as
diferencas de afinidade de ligacdo a lipossomos entre formas ativas e inativas
observadas e discutidas anteriormente (Figs. 11-14) A estratégia seria remover a
atividade hemolitica de Ext-ms com lipossomos e com ela quaisquer proteinas nédo
relacionadas ao processo litico que porventura se ligasse ao lipossomo e, em seguida,
incubar o extrato hemoliticamente inativo a 37 °C para que as formas inativas ainda
presentes no Ext-ms fossem ativadas. Desta forma seria esperado que, em uma segunda
remocdo da atividade hemolitica s6 a leishporina ativa se ligaria aos lipossomos. Com
essa estratégia, apenas uma molécula protéica de 48 kDa foi co-removida com a
atividade hemolitica gerada (Fig. 19B). Embora essa proteina ainda ndo tenha sido
identificada é provavel, que ela seja a propria gp46 identificada anteriormente
juntamente com outras proteinas nos lipossomos que removeram a atividade inicial de
Ext-ms (Fig. 19A) o que, mais uma vez, leva a nossa atencao para esta proteina.

Ainda com os métodos classicos de purificacdo por cromatografia, 0 que nos
permitiria purificar a citolisina e identifica-la, ainda seria possivel remové-la
seletivamente por lipossomos de fragOes ativas purificadas ou semi-purificadas, o que
poderia nos apontar para uma mesma proteina ja identificada anteriormente. Utilizamos
as técnicas de troca ibnica, filtragdo molecular e fase reversa, em dois protocolos
diferentes: um partindo do Ext-ms e iniciando com a tréca ionica (Figs. 20-28) e outro
partindo do Ext-ms ativado por g-HCI, iniciando com a filtracdo molecular (Figs. 38-
40), este Gltimo, com a intencdo de maximizar as formas ativas da leishporina. O
resultado do primeiro protocolo, por si sé nos indica a existéncias de pelo menos trés
diferentes estruturas moleculares liticas no extrato do parasita de cargas distintas
separadas durante a cromatografia de troca ibnica (Fig. 20). As cinco fracdes
hemoliticas obtidas da filtracdo molecular (uma da F1, duas da F2 e duas da F3, (Figs.
21, 23 e 23) foram eluidas em duas posig¢des distintas: uma antes (F1, F2A e F3A, Figs.
21, 22 e 23) e outra proximo (F2B e F3B, Figs. 22 e 23) da regido onde elui a albumina
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(65 kDa), indicando moléculas de mais alto peso molecular. A cromatografia de fase
reversa de cada uma dessas fra¢Oes individualmente deu origem a um total de 11 fragOes
liticas distintas (Figs. 24-28). Um fato interessante € o de que proteinas de pesos
moleculares aparentemente idénticos (um dublete de cerca de 60 kDa) sempre se
separaram em diferentes fraces liticas provenientes das cromatografias de troca idnica,
de filtracdo molecular e de fase reversa (F1.3, F2A.5 e F2B.7), achado recorrente nas
repeticdes que realizamos dos processos cromatograficos. Nas oito fragdes liticas
restantes ndo foi possivel visualizar nenhuma proteina (Fig 29). Uma dessas proteinas (a
da fracdo F1.3 dos géis das Figs. 29 e 30) foi identificada como HSP70 de L.
amazonensis por analise do fingerprint de peptideos tripticos e do seqlienciamento
desses peptideos (ver anexo de espectros) por espectrometria de massas, revelou que a
proteina de 60 kDa é a Heat-Shock Protein 70 (HSP70) de L. amazonensis (Fig 31). E
possivel que as outras sejam também a HSP70 e o que as faz eluir em pontos distintos
em todas as cromatografias seja diferencas de tamanho, carga e hidrofobicidade, o que
poderia ser explicado pela existéncia de isoformas ou ainda que elas estejam
diferentemente associadas a outras moléculas como lipideos e carboidratos.

A HSP70 é uma proteina extremamente conservada nos diferentes organismos,
apresentando atividade de chaperone e sendo produzida quando a célula encontra-se
mediante algum stress. Dados da literatura mostram que essa proteina é heterogénea
entre as diferentes espécies de Leishmania (Arora et al., 1998). Em L.amazonensis, sdo
produzidas por um grupo de genes cuja sequencia guarda 95% de similaridade com L.
major e L. donovani (Bock & Langer, 1998) e, em L. braziliensis, ja foi demonstrado
que sdo também secretadas por promastigotas (Cuevo et al., 2009). Em L. infantum, foi
mostrado que essa proteina é essencial para a viruléncia do parasita. Um fato
interessante é que células tumorais expressando esta proteina em sua isoforma humana
tornam-se permedveis a granzima B de linfécitos citotxicos por um mecanismo
independente da agdo da perforina (Gross et al., 2003). O grupo autor deste trabalho
demonstrou que esta permeabilizacdo era mediada pela HSP70 e mostrou evidéncias de
que ela pudesse ser formadora de canais ou de indutora da formagéo de canais. O fato
de uma dessas fracbes hemoliticas contendo HSP70 (F1.3 - Fig. 29) ter tido sua
atividade inibida por DPPC e de que a(s) proteina(s) de 60 kDa ter(em) sido
removida(s) da fragdo juntamente com sua atividade hemolitica por lipossomos
compostos deste mesmo lipideo (Fig. 30), nos leva a considerar a HSP70 como outra

possivel candidata a participar da atividade litica apresentada pelos parasitas. Ainda que
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a HSP70 possa ter algum papel na atividade hemolitica de L. amazonensis, nossos
resultados ainda apontam para outras possibilidades, uma vez que em varias fraces
liticas, e na maioria das vezes, nunca conseguimos observar a presenca de proteinas.
Como utilizamos géis de poliacrilamida de 10 a 12,5 %, pequenas moléculas com peso
molecular abaixo de 10 kDa poderiam ter-nos escapado a visualizacdo e analise. De
fato, uma das fracOes provenientes da cromatografia de fase reversa (F2A.5) revelou,
por espectrometria de massas, além das bandas de 60 kDa (Fig. 29), a presenca de um
peptideo na cuja massa molecular é 6,3 kDa (Fig 32), mas cuja sequéncia de
aminoacidos ainda ndo possuimos. Este peptideo poderia ser mais uma molécula a
compor um possivel complexo litico ou ser ainda produto de degradacéo.

O segundo protocolo de purificagdo que utilizamos mostrou que, de fato,
estdvamos perdendo a identificacdo de moléculas pequenas e, para nossa surpresa, as
mesmas nao eram protéicas. O segundo protocolo ainda foi idealizado para aumentar a
quantidade de formas ativas no material inicial e para analisarmos as fracGes liticas ao
espectrometro de massas em suas totalidades, evitando a eletroforese e a perda de
moléculas de baixo peso molecular. A subdivisdo da atividade litica inicial em varias
fracdes liticas corroborava a existéncia de diferentes moléculas liticas ou de pequenas
variacfes moleculares resultando na presenca de isoformas liticas no Ext-ms. Sabendo
que g-HCI remove uma molécula inibidora das formas ativas utilizamos este agente
dissociante para aumentarmos a representatividade das moléculas ativas no material
inicial até o final da primeira cromatografia que foi a filtracdo molecular. Desta vez,
com o g-HCI que, na concentragdo utilizada, funciona como agente dissociante, a
atividade hemolitica eluiu em uma Unica fracdo em torno da regido que elui a albumina
(65 kDa) (Fig. 38), como algumas das fracdes (F2B e F3B, Fig. 23) no protocolo
anterior. Uma unica fracdo também foi obtida ap6s a cromatografia de troca idnica desta
fracdo (Fig. 39), ao contrario do que observamos na auséncia de g-HCI (Fig. 20).
Apenas na Ultima etapa que, como no primeiro protocolo, foi a cromatografia de fase
reversa, obtivemos trés fracdes cromatogréficas distintas com atividade hemolitica
(Fig.40). A analise direta das amostras tripsinizadas revelou moléculas pequenas, mas
ndo encontramos nenhum peptideo triptico, mesmo ap6s uma busca intensa com todo o
tipo de controle que pudemos fazer. Para nossa surpresa, apenas ions de M/Z 518 (em
F3), 520 (F1, F2 e F3) (Figs 41 e 42) e 1039, este ultimo, correspondente a um dimero
do ion de M/Z 520, encontrado em uma das fra¢Ges (F3) (Fig. 40) (espectros anexos).

Estas moléculas, quando fragmentadas, foram identificadas por suas cargas como sendo
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dois lisofosfolipideos de fosfatidilcolina, um de acido linoléico e outro de acido
linolénico (Figs. 43 e 44). Este resultado indica que essas lisofosfatilcolinas sejam as
moléculas formadoras de poros presentes em Ext-ms de L. amazonensis, uma vez que
foram as Unicas moléculas liticas encontradas ao final desse protocolo de cromatografia.
No entanto, devemos ainda estar atentos a possibilidade de que alguma proteina que por
si s seja litica tenha sido inativada durante o processo de cromatografia no qual as
moléculas passaram pelo contato com g-HCI seguida de acetonitrila.

Este resultado foi inusitado para nds, uma vez que sempre procurdvamos por um
composto protéico. No entanto, mostrou-se, na verdade, bem interessante, pois, de fato,
os lisofosfolipideos sdo compostos descritos na literatura como liticos (Tanaka et al.,
1983; Zhou et al., 2006), inclusive, como formadores de poros detectaveis por patch-
clamp (Wilson-Ashworth et al. 2004). Essas moléculas sdo capazes de despolarizar
membranas (Caccin et al., 2010) e induzir o influxo de ions calcio em macréfagos
(Ogita et al., 1997). Um fato interessante é que a lise de eritrécitos por contato com
tripomastigotas de T. cruzi é mediada pela transferéncia de lisofosfolipideos do parasita
ao eritrocito (Lujan & Bronia, 1994). Lisofosfolipideos ja foram detectados e
caracterizados em Leishmania e dados da literatura mostram que as cadeias de acidos
graxos insaturados que identificamos (linoléico e linolénico) s&o, de fato, os &cidos
graxos insaturados mais abundantes em Kinetoplastidae, sendo também descritos em
Leishmania tarentolae como os mais abundantes (Meyer & Holz, 1966).

Tentando interpretar 0s nossos dados, a luz deste achado, € interessente observar
que, originalmente, a atividade hemolitica de Ext-ms encontrava-se em uma molécula
ou complexo de tamanho muito maior do que o equivalente do peso molecular das
lisofosfofatidilconinas que, caso estivessem livres nos extratos eluiriam, por exclusdo
molecular, em baixissimo peso molecular. Na etapa de filtracdo molecular (primeira ou
segunda etapa, dependendo do protocolo), a atividade litica sempre eluia na faixa de
peso molecular mais alto. Portanto, se as lisofosfofatidilconinas liticas forem as
unidades responsaveis pela atividade hemolitica do Ext-ms, eles devem estar
originalmente complexados com outra molécula, possivelmente uma proteina, ou em
um complexo lipidico de um grande nimero de moléculas (posto que sua massa
molecular ¢ em torno 0,5 kDa). Em ambos os casos o possivel complexo teria se
desfeito na presenca de acetonitrila aliado ao tratamento previo com g-HCI. Ainda que
ndo tenhamos analisado todo o conteido das fragfes provenientes das cromatografias na

auséncia de g-HCI (analisamos apenas as bandas protéicas provenientes do gel), €

100



interessante notar que os pontos de eluicdo de varias fracbes F2A.4 (62%), F2B.6
(62%), F3A.9 (62%), F3A.10 (68%) e F3B.11 (62%) (Fig. 25 a 28) sdo 0s mesmos
pontos de eluicdo de duas das amostras contendo os lisofosfolipideos (62% e 68%), o
que e compativel com a idéia de que a molécula litica original presente em Ext contenha
esses lipideos. Uma possivel interacdo dos lipideos liticos com outras moléculas, como
proteinas, formando complexos liticos com diferentes conteudos lipidicos e/ou protéicos
poderia explicar o fato de que, sem g-HCI, a atividade hemolitica se distribui em
diversas fracGes, ao passo que uma possivel dissociacdo poderia desfazer essas
interacdes tornando as moleculares liticas mais homogéneas.

Resultados anteriores do nosso grupo haviam mostrado que, durante a ativacéo
da leishporina pela acdo de proteases, a atividade litica em Ext-ms cresce na proporcao
inversa de seu conteudo protéico (Almeida-Campos, 2001). No presente trabalho
também mostramos que a protedlise mediada por serino-proteases do préprio parasita
aumenta a atividade litica de Ext-ms (Fig. 11). O aumento da atividade litica por
protedlise poderia nos indicar, no minimo, trés possibilidades ndo excludentes entre si:
1) a molécula é protéica e resistente a digestdo proteolitica, 2) peptideos gerados pela
protease ainda apresentariam atividade litica e 3) a atividade litica é mediada por
moléculas ndo protéicas, mas sdo inibidas por proteinas ou peptideos. De fato, os
extratos do parasita ndo perdem a atividade litica com o tratamento com proteinase-K
em altas doses (Figs. 33 e 37 inserto). Em outros experimentos nem mesmo 1 mg/mL
dessa protease foi capaz de destruir a atividade litica, embora, por outro lado, resultados
anteriores tenham mostrado que a atividade hemolitica de extratos reduz
consideravelmente com o tratamento com tripsina (Noronha et al., 1996). E possivel que
nos extratos tratados com proteinase K a atividade litica final seja provocada por uma
molécula litica de natureza nao protéica, provavelmente os lisofosfolipideos aqui
identificados. Um dado interessante e que corrobora esta hip6tese é que a razdo M/Z
apresentada pelo ifon mais abundante da segunda fracdo de atividade obtida da
cromatografia de fase-reversa do Ext-ms tratado com proteinase-K (Fig 37 e Tabela 3) €
de 1039, exatamente a esperada para o dimero do lisofosfolipideo de M/Z 520. E
também interessante notar que na cromatografia de fase reversa de Ext-ms tratado com
proteinase K (Fig. 37), os picos de atividade ndo apresentaram absorbancia a 280 nm e
sim a 214, o que é mais um indicativo da auséncia de moléculas protéicas.

E intrigante notar que a leishporina, quando estudada diretamente em extratos de

membrana de promastigotas de L. amazonensis, comporta-se invariavelmente como
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uma proteina: sua atividade hemolitica e termolabil e sensivel a tripsina (Noronha et al.,
1996 e Figs. 8, 15A, 17A e 35). No entanto, ap6s o tratamento com proteinase K, que
mesmo em altas doses, em nossos experimentos, ndo altera a atividade hemolitica de
Ext-ms, o aguecimento a 100 °C ndo afeta esta atividade (Fig. 35), indicando mais uma
vez que a molécula litica ndo € proteica. De forma semelhante, o0 aquecimento ndo abole
a atividade litica dos lisofosfolipides purificados e identificados neste trabalho (Fig. 45).
Por outro lado, lipossomos de DPPC removem a atividade hemolitica do Ext-ms tanto
recém-preparado (Figs. 4B, 5 e 7), como apos a digestdo com proteinase K (Fig. 35),
como ainda dos lisofosfolipideos liticos (Fig. 45). E entdo possivel que esses
lisofosfolipideos sejam os responsaveis pela atividade litica do parasita. A fervura dos
extratos e 0s tratamentos com tripsina, ambos gerando e/ou expondo nucleos protéicos
hidrofobicos, neste caso, ndo aboliriam, mas sim inibiriam a atividade dos lipideos que
possuem afinidade por moléculas hidrofobicas. De fato, resultados preliminares
mostraram que 0 Ext-ms recém-preparado e inativado apds fervura, recupera
imediatamente sua atividade ao ser incubado com 500 mM de g-HCI como agente
dissociante. Este tratamento reverteria, entdo, a inibicdo da atividade litica dos lipideos
pelos ndcleos hidrofobicos das proteinas desnaturadas.

Nossas tentativas de purificacdo da leishporina nos levaram a alguns resultados
ndo esperados e outros ndo conclusivos. No entanto, o fato de termos conseguido
purificar dois tipos de lisofosfatidilcolina hemoliticos, e analisando este resultado a luz
de outros resultados deste trabalho e de resultados anteriores, nos fez pensar em pelo
menos duas hipoteses que poderiam explicar esse aparente paradoxo:

1) as lisofosfatidilcolinas liticas estariam organizadas em complexos
lipoproteicos também liticos, nos quais uma proteina agiria como uma carreadora e/ou
concentradora dos lisofosfolipideos liticos. Neste modelo, tanto a fervura quanto a
tripsindlise destruiria uma parte fundamental do complexo sem, no entanto, liberar os
lipideos liticos. A liberacdo poderia ser obtida pela destruicdo total do possivel
carreador 0 que, em nossos experimentos, teria sido promovido pela acdo da proteinase
K, clivando a proteina em fragmentos tdo pequenos que previne a interagdo, com 0s
lipideos, ou pela dissociacdo do mesmo pela acdo do g-HCI, o que tornaria entdo a
atividade hemolitica insensivel ao calor (Fig. 35). Em qualquer uma das formas, livres
ou complexados, os lisofosfolipideos liticos perdem sua atividade quando encontram

seu ligante, por exceléncia, um fosfolipideo como o DPPC. Se assim, de fato ocorrer,
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este carreador poderia, no contexto do parasita, acumular fungdes de
enderecamento/concentracdo/inibicao da atividade litica.

Dentro desta hipotese, e baseado em nossos resultados de que algumas proteinas,
como a HSP70 e possivelmente a gp46 também se ligam nos lipossomos que removem
a atividade hemolitica da leishporina é possivel que essas proteinas possam ser a
contraparte protéica da leishporina. Nesse sentido, é interessante mencionar que a
HSP70 liga-se com alta afinidade a lisofosfatidilcolina como demonstrado por
cromatografia de afinidade (Desmaret et al., 2005). No entanto, ndo estamos
descartando a possibilidade, dentro desta hipotese, da participacdo de outras proteinas
co-removidas com a atividade litica de Ext-ms (Fig. 19) ou ainda outras que, por nao
apresentarem atividade hemolitica por si s6, ndo foram identificadas nas fracoes
cromatograficas (Figs. 24 a 28 e 40). Além disso, como nao analisamos ao
espectrometro de massas todo o contedo das fracdes liticas contendo a HSP70 e, sim,
as bandas protéicas ap6s a eletroforese, outras moléculas poderiam entdo ter sido
negligenciadas pela abordagem que utilizamos neste protocolo, por ndo estarmos
atentos a moléculas de natureza ndo-protéica, como as lisofosfatidilcolinas liticas
purificadas.

2) a atividade litica de Ext-ms seria devida apenas as lisofosfatidilcolinas liticas,
livres ou agregadas entre si, sendo, portanto, termo-resistentes. Neste modelo, a
destruicdo da atividade litica pela fervura ou tripsinolise ndo seria, necessariamente por
desnaturacdo ou clivagem de uma proteina litica. Os dois processos, que geram,
respectivamente, proteinas desnaturadas ou grandes peptideos (ao contrario da
proteinase-K), poderiam estar abolindo a atividade hemolitica por atuarem expondo
nacleos hidrofébicos de quaisquer proteinas que, ligando-se aos lipideos liticos,
inibiriam sua acdo. A proteinase K, neste contexto e por ser altamente inespecifica,
geraria fragmentos protéicos de hidrofobicidade irrelevante, ndo abolindo entdo a
atividade hemolitica do Ext-ms, por deixar os lipideos liticos livres, insensiveis ao calor.
A dissociacdo e liberacdo dos lipideos liticos por g-HCI partindo-se de complexos
inativos formados por proteinas desnaturadas pelo calor (resultado preliminar nao
mostrado) ou de grandes peptideos (gerados por tripsindlise) recuperaria, entdo, a
atividade litica.

Em ambos os contextos, fariam parte das formas inativas do complexo litico, um
oligolipeptideo inibidor associado a esta molécula, como ja mostrado em trabalhos

anteriores (Almeida-Campos, 2001; Almeida-Campos et al., 2010) que, se removido por
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protedlise ou por dissociacdo, as ativaria. A esquematizacdo desses dois modelos
propostos encontra-se na figura 46.

Lipoproteinas e lipopeptideos liticos, alguns deles com atividade formadora de
poros, tem sido relatados na literatura. Um exemplo bem conhecido é o fator
tripanolitico humano que se trata de um grande complexo lipoprotéico com atividade
litica 6tima em pH acido (5,0) e que lisa também lipossomos (Harrington et al., 2009).
Existem ainda alguns lipopeptideos liticos, como as surfactinas, de Bacillus subtilis que
sdo liticos para bactérias e hemacias (Heerklotz & Seelig, 2007). Outros exemplos de
lipopetideos liticos sdo a siringomicina E e as siringopeptinas que sdo lipopeptideos
formadores de poros para cuja agdo litica o colesterol foi demonstrado como sendo um
modulador negativo (Blasko et al., 1998 e Hutchison & Gross 1997). Outro exemplo
interessante de lipopeptideos formadores de poros séo as iturinas, que apresentam como
parte protéica de seu complexo um pequeno peptideo de 7 aminoécidos composto
apenas de residuos de leucina e aspartato. Este complexo anfifilico forma poros e
permeabiliza membranas numa acdo dependente tanto da parte lipidica quanto da parte
protéica do complexo (Maget-Dana & Peypoux, 1994).

De posse de pelo menos um tipo molecular litico pela primeira vez identificado
poderemos pensar em algum estudo funcional e na avalia¢do individual e conjunta de
seu papel na atividade litica produzida pelo parasita. Experimentos de co-
imunoprecipitacdo utilizando anticorpos anti-lisofosfatidilcolina poderdo revelar se de
fato ha um complexo lipoprotéico e qual(quais) proteina(s) que interage(m) com 0s
lisofosfolipideos liticos. A curto e médio prazo, iremos investigar se a inibicdo das
enzimas fosfolipase Al e/ou A2 (enzimas geradoras de lisofosfolipideos), tem algum
efeito sobre a atividade hemolitica de L. amazonensis. Em achados recentes (Shimuta et
al., 2009) ficou demonstrado que a atividade litica secretada pela bactéria Serratia
marcescens é resultado da acdo direta de lisofosfolipideos produzidos pela via da
fosfolipase Al. Este tipo de experimento podera nos fornecer respostas sobre o papel
dos lisofosfolipideos na atividade citolitica de L. amazonensis em extratos do parasita e
também sobre sua importancia para o parasita vivo frente & infeccdo de macréfagos in
vitro ou infeccdo de camundongos. Tais estudos subsequentes nos permitirdo uma
analise focada sobre esses fatores liticos produzidos por L. amazonenis e sua eventual

funcdo na biologia deste parasita e na patogénese por ele causada.
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Figura 46 — Modelos possiveis para a leishporina de L. amazonensis - Um complexo
lipoprotéico inativo conteria, além de LPC,
A) mais duas partes protéicas sendo uma delas o peptideo inibidor (azul), que pode pode ser removido

B)

tanto por g-HCI quanto por protedlise (ndo mostrado), dando origem as formas ativas indicadas. A
fervura desnaturaria a parte protéica (vermelho) do complexo ativo que deixaria de ser litico. Esta
forma inibida, no entanto, poderia ser re-ativada por dissociagdo das LPC por g-HCI. Tanto a
protedlise quanto os tratamentos com g-HCl seguidos ou ndo do tratamento com acetonitrila
liberariam as LPCs liticas.

um peptideo inibidor (azul) que pode ser removido tanto por g-HCI quanto por protedlise (ndo
mostrado), dando origem as formas ativas indicadas. A fervura desnaturaria proteinas néo
relacionadas presentes no Ext-ms (amarelo), as LPC liticas seriam inibidas por se ligarem aos
nacleos hidrofébicos expostos destas proteinas (amarelo) podendo, no entanto, ser re-ativadas por
dissociacdo por g-HCI. Tanto a protedlise quanto os tratamentos com g-HCI, seguido ou ndo do
tratamento com acetonitrila liberariam as LPCs liticas.

Em ambos os modelos, as proteinas dissociadas ou peptideos digeridos encontram-se esquematizados
nas cores azul e amarela.
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