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RESUMO

TORRES, Nancy da Rocha, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho d€RHBgem,

avaliacdo de SNPs e expresséo heterologa da ATP difosfohidrolase 2 (NTPDase 2) das
cepas ET e NSL dd_eishmania (Viannia) braziliensisOrientadora: Juliana Lopes Rangel

Fietto. Coorientadores: Yaro Luciolo dos Santos, Raphael de Souza Vasconcellos, Gustavo
Costa Bressan e Marcia Rogéria de Almeida Lamégo.

As leishmanioses compreendem um conjunto de doencas causadas por protozoarios do género
Leishmaniae transmitidas pela picada de fémeas de insetos flebotomineos. Apresentam
diferentes formas de manifestacdes clinicas de acordo com a espécie envolvida, podendo
apresentar sintomatologia mais severa correlacionada a infecgcdo por cepas mais virulentas.
Estudos indicam quie. braziliensis principal agente da leishmaniose cuténea e mucocutanea

no Brasil, possui uma diversidade intra-espécie edifeeentes cepas estdo relacionadas a
diferencas na viruléncia, podendo influenciar o desenvolvimento de diferentes formas clinicas.
Foi observado que as cepas ET e NSL apresentam caracteristicas polares quanto a viruléncia €
infecciosidade em modelo murino. Além disso, foi observado que essas cepas diferem na
hidrélise de nucleotideos extracelulares e que a alta taxa de hidrélise de ATP se correlaciona
com a cepa NSL, de maior viruléncia. O mesmo trabalho identificou a presenca de SNPs nao
silenciosos na sequéncia da NTPDase2 de NSL, mas nenhuma correlacdo com a atividade de
hidrélise de nucleotideos, viruléncia e infectividade foi observada. Considerando papel das
NTPDases de Leishmania na hidrélise de nucleotideos extracelulares e na modulacdo da
resposta imune do hospedeiro, o objetivo desse trabalho consistiu em investigar a relacao desses
polimorfismos com a atividade da enzima NTPDase2, visando compreender as diferencas de
hidrélise de nucleotideos e viruléncia previamente observados. Nesse trabalho, a regido que
codifica para o ectodominio da enzima NTPDase2 das cepas ET e NSL foi isolado e clonado
em vetor bacteriano e a sequéncia correspondente ao ectodominio de ET/NSL-NTPDase2 foi
clonada no vetor pET21b, expressa e purificada. Analises de polimorfismos nas sequéncias
indicam que os clones ET apresentam apenas SNPs silenciosos nas posicoes 861 e 879.
Diferentemente, alguns clones NSL apresentam sequéncia idéntica a de ET e outros possuem
SNPs nas posi¢des 213, 296, 377, 554 e 1126, mudando os aminoacidos nas posi¢cfes 99, 126
185 e 376. Avaliando a estrutura 3D das proteinas, foi observado que a maioria das mutacdes
s8o externas a enzima e que a mutagdo T376A se localiza em uma regido predita como
importante para a ligacao ao substrato. Juntos, esses resultados levantam questdes importante:

acerca da influéncia desses SNPs na estrutura e atividade da enzima, que podem nortear



Xi

experimentos futuros, a fim de elucidar o papel de variantes genéticas para a enzima NTPDase2
nos fendmenos observados para essas duas cepabmzliensis.
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ABSTRACT

TORRES, Nancy da Rocha, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, JulyCRiririg, SNPs
evaluation and heterologous expression of ATP diphosphohydrolase 2 (NTPDase 2) from
Leishmania (Viannia) braziliensisET and NSL strains Advisor: Juliana Lopes Rangel
Fietto.Co-advisers: Yaro Luciolo dos Santos, Raphael de Souza Vasconcellos, Gustavo Costa
Bressan and Marcia Rogéria de Almeida Lamégo.

Leishmaniasis comprises a set of diseases caused by Leishmania protozoa and transmitted by
the bite of females of phlebotomine insects. They present different clinical outacroeting

to the species and may present more severe symptomatology correlated to infection by more
virulent strains. Studies indicate that braziliensis the main agent of cutaneous and
mucocutaneous leishmaniasis in Brazil, has an intra-species diversity and different strains are
related to differences in virulence, who affects the development of different clinical forms. It
was observed that the ET and NSL strains have polar characteristics regarding virulence and
infectivity in murine model. Furthermore, it was observed that these strains differ in hydrolysis
of extracellular nucleotides and the high rate of hydrolysis of ATP correlates with the NSL, the
higher virulence strain. The same work identified non-silent SNPs in NTPDase2 sequence, but
no correlation with nucleotide hydrolysis activity, virulence and infectivity was observed.
Considering the role of Leishmania NTPDases in hydrolysis of extracellular nucleotides and
modulation of the host immune response, the aim of this work was to investigate the relationship
of these polymorphisms with the activity of the enzyme NTPDase2, in order to understand the
differences of nucleotide hydrolysis and virulence previously observed. In this work, the coding
region corresponding to ectodomain NTPDase2 from ET and NSL strains was isolated and
cloned into a bacterial vector and the sequence corresponding to the ET / NSL-NTPDase2
ectodomain expressed and purified. Analysis of polymorphisms in the sequences indicates that
all ET clones present only silent SNPs at positions 861 and 879. In contrast, some NSL clones
have a sequence identical to ET and others have SNPs at positions 213, 296, 377, 554 and 1126,
changing amino acids at positions 99, 126, 185 and 376. The 3D structure of the proteins, show
that most mutations are external to the enzyme and the T376A mutation is located in a predicted
region as important for substrate binding. Together, these results raise important questions
about the influence of these SNPs on the structure and activity of the enzyme that can guide
future experiments in order to elucidate the role of genetic variants for the enzyme NTPDase2

in the phenomena observed for these two straihs lnaziliensis.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses compreendem um espectro de doencas que exibem caracteristicas
clinicas diferentes de acordo com a espécie envolvida, podendo apresentar sintomatologia mais
severa correlacionada a infeccdo por cepas mais virulentas. Estes parasitos sdo transmitidos por
fémeas infectadas de insetos hematofagos dos géRemistomusno Velho Mundo e
Lutzomyano Novo Mundo (HARHAY et al., 2011; MONGE-MAILLO, LOPEZ-VELEZ,

2013; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017;).

Dentre as medidas de controle da Leishmaniose adotadas atualmente no Brasil esta a
eutanasia de cédes infectados, pois o tratamento com medicamentos de uso humano nao é
permitido, uma vez que poderia ocasionar a resisténcia dos parasitos (BRASIL, 2008).
Recentemente o Ministério da Saude autorizou o tratamento de cées infectados com
leishmaniose visceral com o composto Miltefosina, por néo ser utilizado no tratamento dos
casos humanos. Porém o tratamento ndo se configura uma medida de Saude Publica para o
controle da doenca, mas sim uma permisséo para o uso do medicamento em casos de escolh:
individual (BRASIL, 2016). As poucas drogas existentes sdo usadas para o tratamento humano,
porém apresentam alta toxicidade. N&o existem vacinas para o uso humano e as poucas vacinas
para uso em cdes nao tém eficacia comprovada (KUMAR e ENGWERDA, 2014).

Assim a compreensdo dos mecanismos envolvidos na infeccdo por Leishmania, bem
como o estudo de fatores de viruléncia destes parasitos podem fornecer informacfes
importantes para intervengao no ciclo de vidaLdshmania favorecendo o surgimento de
novas alternativas de prevencao, diagnostico e tratamento da doenca.

Vérios estudos ja foram feitos por nosso grupo de pesquisa e colaboradores acerca das
E-NTPDases ddrypanosoma cruzé Leishmania infantum chagasios quais mostramos,
dentre outras informacdes, que estas enzimas participam da adesdo a célula hospedeira e de
modulacdo do sistema imune do hospedeiro, sugerindo-as como fatores de viruléncia e
infecciosidade nestes parasitos (FIETTO et al.,, 2BX@AMES et al 2015; MARIOTINI-

MOURA et al., 2014; SANTOS et al., 2009; VASCONCELLOS et al., 2014).

Além disso, a infecgao pbeishmania braziliensjgjue causa diferentes formas clinicas
da doenca, tem sidasociada a variacdo genotipica em diferentes isolados da espécie,
incluindo a presenca de polimorfismos de base UnicagBSBquéncias obtidas por RAPD
(Random Amplification of Polymorphic DINAreviamente identificaram genoétipos a partir de

isolados de leishmaniose cutanea, mucosa e disseminada. A partir dos amplicons obtidos foram



identificados seis loci polimorficos, incluindo as sequéncias da piruvato desidrogenase kinase,
do transportador de nucleosideo/nucleobase e da proteina Co-A ligase de &cidos graxos de
cadeia longa. A partir desslesi foram identificados SNP’s e indels que se associam a forma
disseminada da doenca na Bahia (QUEIROZ et al., 2012).

Estudo recente verificou que diferentes isoladod. .déraziliensiscom viruléncia
diferenciada, apresentam atividade polar de hidrélise de nucleotideos extracelulares e que isso
se correlaciona com o desenvolvimento da forma clinica. Avaliando o gene da enzima NTPDase
2, que hidrolisa nucleotideos extracelulares, verificou-se a presenca de SNPs em muitos desses
isolados, porém nenhuma associacdo especifica desses polimorfismos com a atividade
enzimatica ou com a forma clinica foi avaliada, devido ao fato dos mesmos polimorfismos
serem encontrados em cepas de alta e baixa viruléncia (LEITE et al., 2012).

Sabendo que a viruléncia e a atividade de hidrdlise podem ser consequéncia do balanco
e da regulacdo de muitos fatores celulares, ndo descartamos a hipétese de que esses
polimorfismos possam influenciar a atividade enzimética direta. Portanto, considerando o papel
dessas enzimas e a presenca de variantes genotipicas para a enzima NTPDdse 2 em
braziliensis nosso grupo iniciou estudos a fim de verificar se esses polimorfismos influenciam
a atividade enzimatica e consequentemente se podem contribuir para a diferenca de hidrdlise e
viruléncia observada entre isolados dessa espécie.

Estudando duas cepas de(V.) braziliensiscom atividades polares de hidrélise de
nucleotideos e viruléncia diferenciada: a cepa ET de menor viruléncia e menor atividade ecto-
nucleotidasica e a cepa NSL de maior viruléncia e maior atividade nucleotidasica, Valiate
(2012) observou a presenca de polimorfismos de base Unica (SNPs) no gene que codifica a
proteina NTPDase 2 na cepa ET. Neste trabalho foram identificados dois SNPs silenciosos nas
posicdes 861 e 879, porém o trabalho para a cepa NSL néo foi concluido e poucos clones da
cepa ET foram analisados.

Assim, o objetivo do presente trabalho comsists clonagem, avaliagdo de SNPs e
expressao heteréloga da proteina NTPDase 2 das cepas ET e NYVidania) braziliensis,
buscando elucidar diferengas moleculares e bioquimicas relativas a essas enzimas, que possan
contribuir para a melhor compreensédo se a diferenca de viruléncia associada a atividade

ectonucleotidasica observada nessas cepas pode ter relacdo com a NTPDase 2.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1.Leishmanioses

As leishmanioses compreendem um conjunto de doencas que decorrem da infeccao por
protozoarios do génerbeishmania transmitidos por insetos flebotomineos. Estas doencas
possuem diferentes manifestacdes clinicas, apresentando-se em 3 principais formas: (I)
leishmaniose visceral, que afeta figado e baco, causando distensdo abdominal, febre e anemia,
podendo causar a morte se nao tratada; e as formas tegumentares: (ll) leishmaniose cutanea que
causa lesBes ulcerosas na pele, geralmente proximas ao local da picada e (lll) leishmaniose
mucosa, podendo ser mucocutanea, que afeta boca, nariz e garganta causando destruicao da
mucosas. Além dessas, observam-se a (IV) leishmaniose cutanea disseminada, que se
caracteriza pela presenca de lesdes ulceradas distantes do local da picada e a (Mpkgshma
cutanea difusa, que se caracteriza por lesdes nao ulcerosas, nodulares, distantes do local de
inoculacdo e associada a anergia da resposta imune do hospedeiro (BRASIL, 2017;
MARZOCHI, M., MARZOCHI, K. 1994; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017).

Consideradas doencas negligenciadas, estdo associadas a pobreza, desnutricdo,
habitacdo precéria e deslocamento populacional. Dados da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) estimam que haja de 700 mil a 1 milh&o de novos casos a cada ano, sendo 50 mil a 90
mil casos de leishmaniose visceral e 600 mil a 1 milh&o de casos de leishmaniose cutanea. A
figura 1 mostra os paises afetados pela doenca, segundo dados da OMS no ano de 2016 (OMS
2017).

Estima-se que mais de 20 espéciekalshmaniasejam responsaveis pela doenca e se
associem diferentemente as formas de manifestacdo clinica observadas (OMS, 2016). As
principais espécies causadoras da leishmaniose viscelaishmania infantum chagasas
Américas, Mediterraneo, Oriente Médio, Africa Ocidental e Asia Centrakishmania
donovanina India e Africa (HARHAY et al., 2011). A Leishmaniose Tegumentar ocorre em
82 paises com a maioria dos casos no Afeganistao, Brasil, Ird, Peru, Arabia Saudita e Siria. No
Velho Mundo as cinco principais espécies causadoras da doehcasétoopical. donovani
L. infantum L.major e L. tropica. No Novo Mundo as espécies causadoras pertencem aos
subgéneros Leishmania e Viannia, sendo as principa({g:) amazonensid.. (L.) infantum
L. (L.) mexicanalL. (L.) venezuelensis L. (V.) braziliensisL. (V.) guyanensjsL. (V.)
panamensisL. (V.) peruvianae em alguns casds. shawj L. naifi, L. lainsoni and L.
lindenbergi(MONGE-MAILLO, LOPEZ-VELEZ, 2013). A figura 2 mostra a distribuicio das
espécies deeishmaniacausadoras da leishmaniose tegumentar no Brasil (BRASIL, 2017).



Figura 1: Distribuicdo geografica das Leishmanioses cuténea e visceral no mundo. Fonte: De acordo
com dados da OMS no ano de 2016.
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Figura 2: Distribuicdo das espécies de Leishmania causadoras da leishmaniose tegumentar no Brasil.
Fonte: Adaptado de BRASIL, 2017, p.20.



L. (V.) braziliensisé o principal agente causador da leishmaniose cutanea e mucocutanea
no Brasil, podendo também causar a forma disseminada. O parasito pode ser transmitido por
varias espécies de vetores de acordo com a regiao geodpafrchpdopigus wellcom@Para,
sul da Amazoénia, Serra do Baturité no Ceakéifzomyia whitmanem areas de caatinga,
cerrado e Mata Atlantica (Maranhao, Pernanbuco, Bahia, Mato Grosso, Goias e Minas Gerais)
e Lutzomyia IntermedidEspirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana e Santa Catarina)
(MARZOCHI, M., MARZOCHI, K. 1994).

Dentre as medidas de controle da leishmaniose adotadas atualmente no Brasil esta a
eutandsia de cdes domeésticos infectados, pois 0 0s cdes sao altamente susceptiveis a infecca
por Leishmaniatendo grande importancia na disseminacao da doenca em humanos (BRASIL
2006). Além disto, o tratamento de cdes com medicamentos de uso humano ndo € permitido,
uma vez que poderia ocasionar a resisténcia dos parasitos para as poucas drogas disponiveis
para uso em humanos (BRASIL, 2017). Em 2016, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento juntamente com o Ministério da Saude autorizaram o registro do produto
Milteforan para o tratamento da leishmaniose visceral em cées. Essa decisdo estéode acord
com Portaria Interministerial n°1.426 de 11 de julho de 2008, que proibe o tratamento de cées
com medicamentos de uso em humanos, uma vez que o0 produto ndo é utilizado para o
tratamento da Leishmaniose visceral humana no Brasil. Outras medidas incluem controle do
vetor, medidas de educacéo e saude e tratamento precoce dos casos humanos (BRASIL, 2006).

De forma geral as drogas usadas no tratamento dos casos humanos sdo compostos de
antiménio pentavalente, miltefosina, anfotericina B, anfotericina B lipossomal e paramomicina,
porém elas causam riscos a saude dos pacientes devido a alta taxa de toxicidade (KUMAR,
ENGWERDA, 2014). Especificamente no Brasil, os medicamentos usados no tratamento da
leishmaniose visceral sdo antimoniato de meglumina e anfotericina B. Para o tratamento da
leishmaniose cutanea sdo utilizados antimoniato de megluina, isetionato de pentamidina,
anfotericina B e pentoxifilina (CONITEC, 2016). Estudos mostram que a miltefosina tem
eficacia parecida com o antimoniato de meglumina, porém com menor efeitos adversos, assim
o CONITEC elaborou um relatério que recomenda a miltefosina para o tratamento da
leishmaniose tegumentar (BRASIL, 2016).

2.2Ciclo de Vida do Parasito

Protozoarios do géneiroeishmaniasdo parasitas digenéticos, que alternam entre as
formas promastigota prociclica, promastigota metaciclica e amastigota em hospedeiros

flebotomineos e vertebrados. No Velho Mundo, os hospedeiros invertebrados sdo insetos do



géneroPhebotomu® no Novo Mundol.utzomyia.Os hospedeiros vertebrados incluem caes,
roedores, equinos e o homem (NAGLE et al., 2014; MARZOCHI, M., MARZOCHI, K. 1994).

O ciclo no hospedeiro invertebrado se inicia quando a fémea do vetor ingere formas
amastigotas, presentes em macréfagos infectados, durante o repasto sanguineo. Os amastigota
sédo liberadosg se transformam em formas promastigotas prociclicas no intestino, onde iniciam
0 processo de divisdo celular e se convertem em formas promastigotas metaciclicas (SACKS,
NOBEN-TRAUTH, 2002.

As formas metaciclicas infectantes, presentes na saliva do vetor, sdo inoculadas no
hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo e sédo fagocitadas por células fagociticas dc
hospedeiro dentre elas macrofagos, neutrdfilos, células dendriticas, eosindfilos e fibroblastos.
Esse processo é mediado pela interacdo com diversos receptores de superficie das células dc
hospedeiro como CR1, CR3, B (McCONVILLE, NADERER, 2011).

Dentro do fagolisossomo desenvolvem-se em formas aflagelares e arredondadas,
denominadas amastigotas (PODINOVISKAIA, DESCOTEAUX, 2015).

A figura 3 mostra o ciclo de vida deishmania majgrem que o parasito alterna entre

as formas promastigota e amastigota no hospedeiro invertebrado e vertebrado, respectivamente.
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Figura 3: Ciclo de vida dd_eishmania majarOs parasitesdo transmitidos pela picada de fémeas de
flebotomineos infectadas, que injetam as formas promastigotas metacilmes.rEssas formas séo
internalizadas por macréfagos e se desenvolvem em amastigotas. Durant@camgasheo, o inseto
vetor ingere macréfagos infectados. Os parasitos se desenvolvem em fornasigodas prociclicas
as quais se dividem e aderem ao epitélio intestinal. Ao migrarem paraameigi@or do intestino, ocorre

a diferenciacdo em promastigotas metaciclicas, que podem ser transmitidas nodarapte® repasto
sanguineokonte: Sacks, Noben-Trauth, 2002, p.847, adaptado.

2.3NTPDases de mamiferos e a sinalizacao purinégica

O papel dos nucleotideos extracelulares desencadeando respostas celulares tém sido
alvo de estudos durante muitos anos. Nesse contexto, moléculas como ATP, adenosina, uridina
adenosina tetrafosfato, diadenosina tetrafosfato e UDP agem como moléculas que promovem
respostas celulareBERSSON, 201p

Os eventos sao desencadeados quando nucleotideos extracelulares se ligam a receptore:
purinérgicos e pirimidinérgicos. Esses receptores séo divididos em dois tipos: P1 e P2. Os
receptores do tipo P1 s&o ativados pela ligagdo de adenosina e sédo subdividos em Al, A2A,
A2B e A3 Todos sao receptores acoplados a proteina G e atuam na ativacao ou inibicdo da

adenilato ciclase. Os receptores do tipo P2 sao divididos em P2X e P2Y. Os receptores P2X se



subdividem em P2X; e sao receptores do tipo canal que respondem primariameniPao A
Os receptores do tipo P2Y sao do tipo serpentina e se ligam a uma variedade de nucleotideos
(BOURS et al., 2006; BURNSTOCK, 2007).

Diversos trabalhos mostram a importancia de nucleotideos extracelulares na promocao
de resposta celulares. O papel do ATP como molécula sinalizadora foi demonstrado em
diferentes locais como no tecido nervoso, bexiga e intestino (BURNSTOCK 1980, 2007). ATP
e ADP pericelular estdo relacionados a agregacdo de plaquetas em células endoteliais
(MARCUS et al., 1997)0O ATP induz linfécitos T a produzirem IN§-e IL-2, que atuam na
resposta inflamatdéria e proliferacao celular, respectivamente (LANGST@IN 2003.

Tratando-se especificamente do sistema imune, moléculas como ATP e adenosina tém
papel importante na modulacao das respostas celulares. Essas moléculas podem contribuir para
a regulacéo da fungdo dos neutrdfilos, bem como serem produzidas e liberadas por essas células
durante a inflamacdo. Além disso, o ATP se liga a receptores &@anhdo na regulacéo da
expressdo de E-selectinas, favorecendo a adesdo de diversos tipos de células imunes.
Nucleotideos extracelulares também sdo capazes de controlar outros processos na resposte
imune incluindo ativacdo, migracao e producéo de citocinas (BOURS et al., 2006).

No contexto da sinalizagdo purinérgica é importante ressaltar a importancia das
NTPDases na hidrolise de nucleotideos extracelulares, contribuindo para o controle desses
processos.

NTPDases sdo enzimas pertencentes a superfamilia de proteinas GDA1_CD39 (apirase,
EC 3. 6. 1. 5), a familia E-NTPD (ecapyrase, NTPase, ou E-ATPase), sdo codificadas por
genes ENTPD e estdo presentes predominantemente em eucaritotos. Em mamiferos foram
identificados 8 tipos, dos quais quatro sdo enzimas de superficie celular (NTPDasel,
NTPDase2, NTPDase3 e NTPDase8) e quatro intracelulares (NTPDase4, NTPDase5,
NTPDase6 e NTPDase7), porém formas secretadas de NTPDase 5 e 6 tém sido identificadas.
Estdo presentes em todos os tecidos, com expressao diferencial de isoformas entre eles. Células
endoteliais e células do sistema imune como mondcitos, células NK, células dendriticas e
linfocitos T expressam NTPDase 1. Outras regides expressam NTPDase 2, como observado em
papilas gustativas, células salivares, epitélio estratificado gastrointestinal e superficie
adventicia de vasos sanguineos. Diferentemente do padrdo restrito observado para a maioria
das NTPDases, NTPDase 4 é expressa em todos os tecidos (SANSOM, 2012;
ZIMMERMANN, 2000; ZIMMERMANN, ZEBISCH, STRATER 2012.



As NTPDases compartilham 5 regides conservadas de apirase (ACRS), cujas sequéncias
possuem residuos de aminoacidos essenciais a sua funcdo. S&o capazes de hidrolisar
nucleotideos extracelulares tri e difosfatados em nucleosideos monofosfatados, na presenca de
cations divalerds como célcio e magnésio. Assim, possuem papel importante no organismo,
regulando a concentracdo de nucleotideos extracelulares, atuando na terminacdo da sinalizagac
de nucleotideos e na via de salvacédo de purinas (ZIMMERMANN, 2000; ZIMMERMANN
ZEBISCH,STRATER 2012.

E importante, também, evidenciar a atuagdo conjunta de NTPDases com a 5’
ectonucleotidase. NTPDases convertem nucleotideos ATP e ADP em AMP, que serve como
substrato para a geracéo de adenosina pela segunda enzima. A adenosina, por sua vez, pode <
ligar a receptores Al, A2A, A2B e A3, gerando diversas respostas (ZIMMERMANN,
ZEBISCH, STRATER 2012). En células T-reguladoras, as enzinNiEPDase 1/CD39 e 5°
nucleotidase/CD7&m um papel importante na geragéo de adenosina, que pode contribuir para
a anergia caracteristica dessas células, como também para supressao da resposta imune er
outros conjuntos de linfocitos T (DEAGLIO et &Q07).Em tripanosomatideos a adenosina €
incorporada na via de salvacdo de purinas, uma vez que esses parasitos ndo possieem a via
novode purinas (HAMMOND et al., 1984).

Estruturalmente, as NTPDases se diferenciam com relacdo a topologia transmembrana

e presenca de peptideo sinal, como mostrado na figura 4.

E-NTPDase family
Put.

NTPDase1 NTPDase2 NTPDasel (Ecto- MNTPDased NTPDase5 NTPDase6b
(Ecto-ATPDase, (Ecto-ATPase, ATPDase, {UDPase) {CD39L4) POH (CD39L2)
CD39) CD38L1) CD39L3) COOH

COOH

Apyrase
conserved-"
regions

out

Plasma Plasma

Membrane

NTP — NMP + 2 Pi NTP —» NDP + Pi NTP — NDP + Pi UDP — UMP +Pi  NDP — NMP + Pi N.d.
NDP — NMP +  Pi (NDP — NMP +Pi)  NDP - NMP + Pi  UTP — UDP + Pi
(ATP:ADP = 1:0.8) (ATP:ADP = 1:0.03) (ATP:ADP = 1:0.3)

Figura 4: Topografia de membrana predita e propriedades cataliticas de membros da Eamili
NTPDase. As enzimas podem ocorrer como homomultimeros. NTPDase 5 ocorre como proteina soltv
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(seta). Apenas a estrutura primaria da NTPDase 6 putativa é conhecida. Nomeseptevisados
estdo em parénteses (modificados de Zimmermann, 1$96d¢: Zimmermann, 2000, adaptado.

Dados disponiveis nerotein Data BanKPDB) fornecem informacgdes sobre a estrutura
dessas enzimas. A figura 5 mostra a estrutura da NTPDase Ratties norvegicus
(RNNTPDase2-3cja) em complexo com célcio e AMPPNP. A enzima possui 17 alfa-hélices e
17 folhas-beta divididas em dois dominios. O dominio | € menor e compreende o0s residuos
P36-S161 e K427F461 e o dominio Il é formado pelos residuos GIBR6. O sitio ativo se
localiza entre os dois dominios e o substrato faz interagdo com porc¢des de alfa-hélice e folhas-
beta nessa regiao.

Figura 5: Dobramento do dominio extracelular da NTPDase2 de rato. (a) Diagrancar&ron
(Complexo C& x AMPPNP). Os dominios | e Il estdo coloridos em azul e verde, respectivamente. Um
modelo conformacional para loop desordenado (R289-S256) é indicado em azul escuro. Pontes
dissulfeto sdo mostradas em laranja, residuos Asn para possiveis sitios de glie@sdagdo parpura

e o peptideo cis R191-P192 esta em verde. Folhas-beta estdo numeradas de 1 a 17. Segmentos helicoidai
estdo marcados de A a Q. A, D, e Q séo héliéesA3hélice Q é para esquerda. Ligantes estdo em
vermelho. (b) Diagrama de topologia usando o0 mesmo esquema de cores em a. Folhas-beta estdo
representadas por tridngulos e hélices estéo representadas por circulos. Possideis gjtiogsilacdo

sdo mostrados como hexagonos e a prolina cis € mostrada como pentagono. O arranjo reflete a simetria
interna como mostrado pela superposi¢do dos dois dominios (e.g. a-hélices E e K podem ser superpostas,
enquanto a folh@-10 ndo possui um equivalente). Os dois ligantes marcam a posicéo relativa do sitio

ativo entre os dois dominios. Fonte: Zebisch, Strater, 2008, traducao nossa.

2.4 Atividade ectonucleotidasica, NTPDases e suas fungdes na infeccéo de kinetoplastideos

Considerando o papel das E-NTPDases na hidrolise de nucleotideos extracelulares, as
fungbes biologicas destes como sinalizadores celulares em mamiferos capazes de regular a
resposta imune e a presenca destas enzimas também em alguns patdgenos, muitos estudos tél

sido desenvolvidos com o objetivo de elucidar a importancia dessas enzimas em protozoarios
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patogénicos e nas doencas parasitarias correlacionadas. Neste trabalho, focaremos no estado d
arte em relacdo aos kinetoplastidios cohngpanosoma cruzé Leishmania, causadores da
doenca de Chagas e Leishmanioses.

Dados disponibilizados no GenBank e diversos estudos mostram a presenca de E-
NTPDases enT. cruzi (NTPDasel) e Leishmania (NTPDasel e NTPDase2) e que essas

enzimas se assemelham mais as isoformas de NTPDases 5 e 6 de mamiferos, como mostradc
na figura 6 (VASCONCELLOS et al., 2014; SANSOM et al., 2014).
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Figura 6: Arvore filogenética usando E-NTPDases de mamiferos e tripanosomatideos @ngéskm
T.cruzi). As sequéncias das NTPDases foram alinhadas no programa CLC worbench e usadas para
construir a arvore filogenética usando o método Neighbor Joining com addlisee filogenética

usando E-NTPDases de mamiferos e tripanosomatideos (Leishmémau®). As sequéncias das
NTPDases foram alinhadas no programa CLC worbench e usadas para construir a arvorecfilogenét
usando o métodNeighbor Joiningcom andlisebootstrap(nimeros nas ramificagcde$jus musculus

(Mm); Homo sapiengHs). Tripanosomatideos tem duas ENTPDases com excegacmei que tem
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apenas uma ENTPDase no banco de dados. ENTPDases de tripanosomatideos sdo mais similares as
isoformas 5 e 6 de mamiferos e estdo agrupadas no ramo superior da arvore. Fonte: Vasconcellos et al.,
2014, adaptado.

Estudos conTrypanosoma cruzicausador da doenca de Chagas, mostram a presenca
de atividade ecto-ATPasica dependente de magnésio em parasitos vivos e que 0 uso de
inibidores parciais desta ATPase inibiu fortemente a atividade ATPésica, a adesédo e a
internalizacdo de ambas as formas evolutivas do parasito em macréfagos (BISAGGIO et
al.,2003; MEYER-FERNANDES et al., 2004). Outros trabalhos mostram que a relacdo de
hidrélise ATP/ADP é mais alta para as formas infectivas e parece ser importante para a
internalizacéo do parasito em células VERO (FIETTO et al., 2004; SANTOS et al., 2009).

Trabalho de 2009 mostra a correlacéo entre atividade ecto-ATPasica, infecciesidade
viruléncia emT. cruzi Utilizando a proteina recombinante, previamente caracterizada,
verificou que a taxa de inibicdo da enzima foi proxima ao observado nos ensaios em parasitos
vivos, sugerindo que a reducdo na atividade por suramina esteja relacionadaTcem a
NTPDasel. E ainda, mostrgaem ensaiof vivoem modelo camundongoma reducdo na
viruléncia do parasito quando se utilizava parasitos pré-tratados com drogas que inibem a
atividade da enzima (FIETTO et al., 2004; SANTOS et al., 2009). Posteriormente, Mariotini-
Moura e colaboradores (2014) mostraram o papel da Tc-NTPDasel na adeséo do parasito em
células VERO, com dependéncia parcial da atividade.

Na mesma linha de ensaios em relacdo ao possivel papel destas enzimas na adesao
celular, a enzima NTPDase2 recombinante.dafantum chagasicausadora de Leishmaniose
Visceral, foi capaz de competir com o parasito pela ligagdo a célula hospedeira, evidenciando
o papel dessa enzima na infeccdo. Além disso, 0 uso dessa enzima em experimentos com SOros
de animais com Leishmaniose Visceral Canina (LVC) mostrou alta sensibilidade e
especificidade, mostrando seu potencial para diagnéstico (DE SOUZA et al.,, 2013;
VASCONCELLOS et al., 2014).

Em L. amazonensjsespécie causadora da forma disseminada de Leishmaniose, foi
caracterizada atividade ATP4sica na superficie de parasitas vivos e demonstrado que parasitas
virulentos hidrolisam mais ATP que avirulentos (BERREDO-PINHO et al., 2001). Trabalho
posterior sugeriu a participacdo dessas enzimas na adesdo do parasito a célula hospedeira
(PINHEIRO et al., 2006).

Estudos conk.. amazonesis L. braziliensis identificaram maior taxa de hidrolise de

AMP paralL. amazonensjspodendo levar a maior producdo de adenosina e consequente
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aumento da resposta anti-inflamatdéria, o que favorece o surgimento de lesdes mais graves na
infeccd@o por essa espécie (MAIOLI et al., 2004).

Posteriormente, Marques-da-Silva e colaboradores (2008) mostraram Lpara
amazonensisgima maior hidrolise de nucleotideos extracelulares correlacionada com maior
expressdo de NTPDase-2 na membrana plasmética, quando comparadbmeailiensise L.
major. Avaliaram também o papel da adenosina no estabelecimento da infeccdo em modelo
murino por essas espécegerificaram que a geracao de adenosina esta associada a um maior
parasitismo, maior tamanho das lesfes e atraso na resolucéo da leséo. Isso sugere cgee a hidroli
do ATP em adenosina causa um efeito imunomodulatério, favorecendo o estabelecimento da
infeccao.

Estudo recente demonstrou emamazonensigjue a atividade ectonucleotidasica esta
relacionada a modulacéo de citocinas inflamatdrias, levando a uma reducdo da producéo de
oxido nitrico, permitindo a continuidade da infeccdo de macrofagos (GOMES et al., 2015).

Trabalho realizado conk. braziliensis mostrou que a isoforma menor por nés
denominada NTPDase 2 (por eles denominada NTPDase 1) esta localizada ndo apenas na
superficie, mas em outras localizagcbes na célula como nucleo, bolsa flagelar, flagelo,
mitocondria, kinetoplasto e nucleo em divisdo. Esse trabalho também mostrou que anticorpos
policlonais, produzidos contra epitopos conservados dentro do dominio B da proteina, foram
capazes de reduzir a atividade da enzima e a proliferacao in vitro, apontando sua importancia
para o crescimento do parasita (PORCINO et al., 2012).

Trabalho de 2014 identificou a localizacdo subcelular e funcdo das NTPDdses de
major, espécie causadora de Leishmaniose cutanea no Velho Mundo. O trabalho mostra que a
isoforma menor, de cerca de 4D& se localiza no aparelho de Golgi, tendo funcao relacionada
a elongacéo do LPG, com papel nos estagios iniciais da infeccdo. Esse trabalho sugere que a
enzima atue indiretamente em vias de glicosilagdo no Golgi levando, por exemplo, a sintese de
LPG maiores. Os autores identificaram, também, a secrecdo da isoforma maior de cerca de 70
kDa, cujo gene deletado ndo impactou significativamente no curso da infeccdo em modelo
murino, sugerindo que sua funcéo é dispenséavel para a viruléncia nesta espécie (SANSOM et
al., 2014). Salienta-se que, até entdo, nenhum trabalho de outros grupos havia demonstrado que.
nesta espécie, as NTPDases poderiam ter algum papel importante na infecdo, visto que os
poucos dados obtidos mostravam muito baixa atividade ectonucleotidasica e nenhuma
expressdo de NTPDase na superficie deste parasito (MAR@WESH VA et al., 2008).
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Por fim, foi verificado que diferentes cepas Hde braziliensis com viruléncia

diferenciada, apresentam atividade polar de hidrélise de nucleotideos extracelulares. A alta

capacidade de hidrélise de nucleotideos extracelulares foi associada a maior carga parasitaria,

atraso na cura e maior tamanho das lesdes, relacionando-se ao desenvolvimento da forma

clinica (LEITE et al., 2012).

Todos estes dados levam a conclusdo de que as NTPDases de Leishmania podem ter

importancia fundamental na infeccdo destes patdgenos, porém esta importancia e seus papeéis

variam entre as espécies e mesmo entre isolados da mesma espécie, sendo aparentement

dependente tanto dos niveis de atividad®-eacleotidasica quanto da expressdo destas

enzimas em cada um dos parasitos. A figura 7 mostra uma visao geral da sinaliza¢éo purinérgica

no sistema imune, mostrando o papel das NTPDases de Leishmania no processo de infec¢ao.
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Figura 7: Visdo geral da sinalizagdo purinérgica no contexto do sistema imune, durante a hemeostas
estimulo de dano ou infecgdo por Leishmania. 1A) Representacdo resumida da sinalizacgaaurinér
sob condi¢cBes de homeostase. Durante a homeostase ectonucleotidases do hospedeiro (e.g., ENTPDase
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e 5’-NT) mantém baixas concentracdes de mediadores da sinaliza¢éo purinérgica (e.g., ATANVIRD

e ADO) a fim de manter a homeostase dependente de ectonucleotidase do sistemaatmubB)i

Resumo das mudancas conhecidas na sinalizacao purinérgica por estimulos de perigaifiéosespe

(e.g., infec¢do, inflamagé&o e necrose). Depois de um estimulo de perigo, a concentragdo de mediadores
da sinalizacdo purinérgica aumenta, levando a ativacdo de receptores purinérgmadeaueulminar

em aumento dos niveis de inflamacéo, apoptose, quimiotaxia, fagocitose e producdo de ROS.1C)
Resumo das influéncias conhecidas na sinalizagdo purinérgica durante a infectétstpoania.

Durante a infeccéo pdreishmania, a acdo de ectonucleotidases do parasita (e.g., ENTPDases ¢ 5°NT)

podem subverter o sistema imune do hospedeiro pela modulag¢éo da sinalizacdo purinérgica, levando a
inibicdo da ativacao de P2 e induzindo a ativacéo de P1 pela adenosina. Adicion&MER@ases

de Leishmania podem agir como moléculas de adesao para facilitar a infec¢do de céltasitdo p

(e.g., macréfagos). Fonte: Pimentel et al., 2016, adaptado

2.5Polimorfismos de base Unica

SNPs séo variantes genéticas comuns, que ocorrem por mudanca de um nucleotideo,
ocorrendo com frequéncia igual ou maior que 1% em uma populagéo. Podem peayssu
importante na compreensao de como variantes genéticas comuns estao relacionadas a diferente:
fatores como por exemplo a susceptibilidade a doencas. (CARGILL et al., 1999).

Os SNPs sao classificados em categorias de | a VI, sendo os presentes em regides
codificadoras (cSNPs) inclusos nas classes de | a lll. Destes, os que levam a alteragdes ndo
conservativas pertencem ao tipo |, substituicbes conservativas de aminoacidos ao tipo Il, ou
substituicdes sinbnimas ao tipo Ill. Os SNPs de regides ndo-codificantes séo classificados em
regido 5’UTR (tipo IV), 3' UTR (tipo V) e outros SNPs nao-codificantes (tipo VI) (RISCH et
al., 2000).

Como a alteracdo de uma base pode levar a mudanca do aminoacido correspondente, a
presenca de SNPs pode ser responsavel por alteracédo funcional da proteina em questao. Isso fo
mostrado para o receptor TLR3, no qual polimorfismos presentes em sua sequéncia tém sido
associados a reducao da atividade (RANJITH-KUMAR et al., 2007

Polimorfismos também foram usados em estudo de evoluca®latenodium
falciparum identificando uma ancestralidade mais antiga do que se propunha. Isso se
correlaciona a diversidade genética observada para esses parasitos e a iglsaeajmevasao
do sistema imune (MU et al., 2002).

Estudo realizado na Turquia revela a presenca de polimorfismos no gene da enzima N-
acetilglicosamina-1-fosfato transferase (NAGT) em diferentes isoladosndajor. O isolado
I, que possui 4 mutagOes pontuais, esta relacionado tanto a leishmaniose cutanea como visceral,

0 que nao é comum em infeccbes pomajor. Os autores propdem que esse genaotipo pode
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representar uma forma evolucionaria Unica na espécie, com tropismo cuténeo-visceral
(AKMAN et. al., 2000).

Trabalho recente sugere que diferentes cepds Oeaziliensisestejam propensas a
causar diferentes tipos de Leishmaniose tegumentar americana (LTA) e associa a presenca de
SNPs a manifestacdo da forma disseminada da doenca na Bahia (QUEIROZ et al., 2012).

Leite e colaboradores (2012) estudaram diferentes isoladds. deaziliensis e
relacionaram a alta capacidade de hidrolise de nucleotideos extracelulares a maior carga
parasitaria, atraso na cura, maior tamanho das lesdes e maior capacidade de evadir da respost:
imune. Interessantemente, isolados com maior hidrolise de nucleotidesdenina foram
associados a forma mucosa/mucocutanea. SNPs foram encontrados na sequéncia da NTPDast
2, enzima que hidrolisa nucleotideos extracelulares, porém a influéncia desses polimorfismos
na diferenca de hidrdlise e desenvolvimento da forma clinica ndo foi observada. Dentre as cepas
estudadas nesse trabalho estdo as cepas ET e NSL, que provém de isolados de bidpsias de leso
humanos confirmados com leishmaniose tegumentar no Centro de Referéncia e Treinamento
em leishmanioses do Centro de pesquisa René Rachou. Em seguida, elas foram passadas par
o professor Dr. Luis Carlos Crocco Afonso da Universidade Federal de Ouro Preto, onde foram
avaliadas quanto a atividade ectonucleotidasica e infecciosidade em modelo murino (SANTOS,
2012).

Foi observado que as cepas ET e NSL diferem quanto a infecciosidade e viruléncia e
gue isso se correlaciona com atividade polar de hidrélise de nucleotideos extracelulares. Além
disso, foi observada a presenca de polimorfismos no gene da NTPDase 2, enzima que participa
da hidrolise de nucleotideos extracelulares. Assim nosso grupo de pesquisa se prop6s a avaliar
mais especificamente a relagdo desses polimorfismos com a enzima NTPDase 2 dessas duas

cepas.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Clonagem, avaliacado de SNPs e expressao heteréloga da proteina NTPDase 2, buscando
elucidar diferencas moleculares e bioguimicas relativas a essa enzima nas cepas € e NSL

L. (Viannia) braziliensis.

3.2. Objetivos especificos

= Analisar a presenca d8ingle-nucleotide polymorphism(§NPs) na sequéncia do
ectodominio da NTPDase 2, em clones no vetor pJET1.2 para ambas as cepas.

» Analisar a presenca de dominio transmembrana, peptideo sinal e localiza¢ao celular por
bioinformética.

= Obter modelo 3D para a proteina de ambas as cepas para identificacdo da localizacao
das mutacdes na estrutura tridimensional da enzima.

= A partir do modelo 3D predizer os aminoacidos importantes para a atividade da enzima.

= Clonar em vetor de expresséao a regido que codifica para o ectodominio da NTPDase 2
de ambas as cepas.

» Expressar as enzimas recombinantes de ambas as cepas em sistema bacteriano.

= Purificar as enzimas por cromatografia de afinidade.
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4. METODOLOGIA

Anélises de Bioinforméatica

4.1. Extracdo de DNA plasmidial, sequenciamento e analise de polimorfismos.

Durante a pesquisa realizada na graduacao, como parte das exigéncias do Programa
Institucional de Bolsa de Iniciacdo Cientifica, Convénio PIBIC/CNPqg/UFV, nos obtivemos
clones em vetor bacteriano (pJET1.2/blunt), referentes ao ectodominio da NTPDase 2 das cepas
ET e NSL deLeishmania (Viannia) braziliensidNesse trabalho obtivemos 5 clones ET e 6
clones NSL, confirmados por PCR e digestdo com as enkinddll e Nde | incorporadas

nas sequéncias dpsmersutilizados (Tabela 1).

Tabela 1 Primersutilizados na clonagem da regido codificante do ectodominio da enzima NTPDase 2
no vetor pJET1.2/blunt.

Foward Primer 5’atatcatatgatgtctccttgeaactcg 3’ TM: 69 °C 28 bases
Reverse Primer 5’ tataagctittccatcttgagcacgaag 3’ TM: 67 °C 26 bases.

Na presente pesquisa, procedemos a extracdo dos DNAs plasmidiais e as amostras foram
sequenciadas no Centro de Pesquisa René Rachou em Belo Horizonte, MG.

A extracdo de DNA plasmidial foi feita utilizando o Kit ilustfglasmidPrep Mini Spin
Kit (GE Healthcare) de acordo com o manual do fabricante, com algumas modificagbes para
aumentar o rendimento do produto, a fim de obter a concentracdo necessaria (150 ng/ul 300
ng/ul) para o sequenciamento. Inicialmente, uma aliquota da cultura armaazer&leC foi
inoculada em 15 mL meio Luria Bertani liquido, com ampicilina na concentracédo de 50 mg/mL
e crescida a 37 °C, 180 rprayernight.Durante os passos iniciais do protocolo do Kit, os
volumes das solug¢des foram ajustados para o volume de cultura utilizado. Os sobrenadantes
correspondentes ao mesmo clone, foram adicionados a apenas uma coluna e eluidos em trés
passos consecutivos 8B pl de aguanilliQ estéril e armazenados a -20 °C.

As amostras obtidas foram sequenciadas e posteriormente analisadas para confirmacgéao
da clonagem e analise da presenca de polimorfismos de base fimgbe-fiucleotide
polymorphismsSNPs). Para isso, utilizamos o programa Geneius 6.0.6, no qual os resultados
foram alinhados com a sequéncia da ATP Difosfohidrolase2eihmania braziliensis
MHOM/BR/75/M2904 (LbrM.15.0030), disponivel no NCBI.
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4.2.Predicao de localizagao celular.

As predicfes de localizacao celular foram feitas nos programas Signal P 4.1 Server e
Target P 1.1 Server, respetivamente (EMANUELSSON et al.,)2007

4.3. Predicdo de ponto isoelétrico e massa molecular.

O ponto isoelétrico e a massa molecular tedricos foram obtidos utilizando a ferramenta
Compute PI/MWdisponivel através dexPASy World Wide Web ser@ASTEIGER et al.,
2005).

4.4. Construcao do modelo tridimensional

A estrutura 3D das proteinas foi obtida por Modelagem Molecular no programa I-
TASSER, que utiliza estruturas de proteinas cristalizadas depositaBasteio Data Bank
(PDB) (ROY, KUCUKURAL, ZHANG, 2010).

Os modelos com maior C-score foram submetidos a minimizacdo de energia pelo
programa Yasara e validados nos programas ProSA, RAMPAGE, Verify 3D e Errat (BOWIE,
LUTHY, EISENBERG, 1991; COLOVOS, YEATES, 1993; KRIEGER et al.,, 2009
WIEDERSTEIN, M.; SIPPL, M. J., 2007

Utilizando o programa Pymol v.1.7.4.6, modelo foi alinhado com a estrutura da
RnNTPDase2 d®attus novegicug3cjl), templatede maior identidade significanciapara

identificacdo da posi¢cado das mutacdes na estrutura tridimensional da enzima.

Clonagem e expressao heteréloga
4.5. Clonagem no vetor de expressao pET21b.

Como exposto anteriormente (seccao 4.1), dos clones ET e NSL-pJET obtidos, um de
cada cepa foi escolhido, aleatoriamente, para o inicio dos experimentos de clonagem no vetor
de expressdao pET21b. A escolha aleatéria ocorreu porque ndo haviamos conseguido obter
amostras de DNA plasmidial na concentracdo necessaria para 0 sequenciamento, assim 0s
experimentos de clonagem foram realizados simultaneamente a esse processo.

As extracOes de DNA plasmidial dos clones escolhidos e do vetor pET21b foram feitas
utilizando o Kit ilustrd“ plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare) de acordo com o manual
do fabricante.

O vetor pET21b utilizado continha a sequéncia do ectodominio NTPDasel (1770 bp)
de T. cruzi (MARIOTINI-MOURA, 2010). Essa estratégia foi utilizada para garantir que a
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“banda” correspondente a digestdo do vetor fosse corretamente selecionada, uma vez que a
distancia entre os sitios de restricdo escolhidos é de apenas 61 pb, liberando um segmento de
DNA pequeno, nédo visualizado no gel, cuja remoc¢éo nao promove diferenca clara no tamanho
do vetor. Como o clone cedido havia conservacao dos sitios de restricdo das NHder&as
Hind Il antes e depois do inserto, a sua digestdo gera um padréo de bandas no gel, que permite
a determinacéao clara do fragmento do pET21b de interesse.

A figura 8 mostra o0 mapa do sistema pET-21a-d (+) utilizado. O pET21b difere do
pET21a apenas pela remocéo de 1 pb antes do sBiandd L
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Figura 8: Mapa do sistema pET-21a-d (+) (NOVAGEN). Os vetores desse sistema possuem uma Tag
T7 N-terminal e uma sequéncia HisTag C-terminal. Esses vetores diferem da série pET-24 a-d (+)
apenas pela marca de selecdo (ampicilina vs kanamicina).

Para as reacdes de digestao, inicialmente o tampéo, agua e o DNA (inserto ou vetor)

foram adicionados e ambientados a 37 °C por 10 min. Em seguida, foram adicionadas as
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enzimas e a digestdo ocorreu por 20 min a 37 °C. Apo6s esse tempo foi adicionada fosfatase
alcalina, apenas na reacao contendo o vetor pET21b para evitar a recircularizagdo. As enzimas
foram inativadas a 80 °C por 10 min e as reac¢des acondicionadas a 4 °C.

As reacoes foram feitas no termociclador (Veriti Thermo Cycler- Applied Biosystems),
para garantir o controle das temperaturas e tempo de reacao e estdo sumarizadas nas tabelas
e 3.

Tabela 2 Reacdo de digestdo das construcdes ET e NSL-pJET e do vetor pET21b.

Componentes Volume
Fast Digest Green Buffer 10x (Thermo Scientific) pL 2
ET/pJETouNSL/pJETou pET21b* puLl
Nuclease-Free Water ML 14
Fast DigesHind Il (Thermo Scientific- #FD0504) MLS
Fast DigesiNde I(Thermo Scientific- #FD0583) L5
FastAP(Thermo Scientific- #EF0651)** pLl

*As reacOes foram feitas separadamente.
** FasfP (fosfatase alcalina) foi adicionada somente a reacdo do vetor para evitar a circularizagéo.
Controle da reacdo: Tad@p2 pL; Aguad7 uL; DNA-1 pL.

Tabela 3 Estagios de digestao utilizados no termociclador.

Estagio Temperatura Tempo
Ambientacao 37°C min 10
Digestéo 37°C min 20
Desfosforilacéo * 37°C min 20
Inativagdo 80 °C min 10
Acondicionamento 4°C 0

*Fosfatase alcalina foi adicionada a reagdo contendo o vetor pET21b previamentodi

Os produtos de digestédo foram submetidos a eletroforese em gel de agaragmltir
do qual os fragmentos de interesse do vetor (4,5 pb) e dos insertos (1158 pb) foram purificados
utilizando o Kit GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Scientific) de acordo com o manual do
fabricante, exceto pelas elui¢cdes que foram feitas em trés passos de 20 puL, para evitar a diluicdo

do material purificado.
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Os insertos e o vetor purificados foram utilizados na reacdo de ligacdo, como mostra a
tabela 4. Todos os componentes foram adicionados e a rea¢do ocorreuoadr@igDt.

Tabela 4 Reacédo de ligacéo

Componentes Volume
Rapid Ligation Buffer 5x (Thermo Scientific- #K1423) puL4
pET21b puL 1
Inserto * pL 3
Nuclease-Free Water pL 10
25 mM ATP uL 1
T4 DNA Ligase (Thermo Scientific- #K1423) uL 1

* O inserto corresponde a sequéncia do ectodomimio da enzima NTPDase 2 clovetto pdET e obtido por
digestdo. As reacfes usando o inserto de cada cepa foram feitas separadamente.

4.6. Preparacao de célulagscherichia coliDH5-Alpha competentes.

O pré-indculo foi crescido em meio LB liquido, sem antibiotico, a 37 °C, 180 rpm por
16 h. No dia seguinte uma diluicdo 1:100 da cultura foi feita em LB liquido, sem antibiotico e
crescida a 37 °C, 200 rpm até &&entre 0,4 e 0,5. A cultura foi transferida pra falcons e
centrifugada a 3000 g por 10 ndid °C. Os sobrenadantes foram descartadopellessforam
ressuspendidos em 1/5 do volume inicial em tampao.@aCM estéril, gelado. Foi feita uma
nova centrifugacéo e os sobrenadantes foram descartadoslédsforam ressuspendidos em
1/5 do volume inicial em tampéo Ca®@l,1 M estéril, gelado e deixados no gelo por 30 min.
Em seguida foram centrifugados a 3000 g por 5 min a 4 °C, descartados os sobremadantes
pellets ressuspendidos cuidadosamente em 1/40 do volume inicial com tamp&0, CHCI

com glicerol 15 % estéril, gelado. Aliquotas de 100 pL foram feitas e estocadas a -80 °C.

4.7. Transformacao.

Metade do volume da reacéo de ligacdo foi adicionada a 100 HLlcdé DH5-Alpha
competentes. Para o controle positivo 1 pL do vetor pET21b fechado e vazio foi adicionado a
100 pL de células competentes e o controle negativo correspondeu apenas as células
competentes. Os tubos foram nomeados como ligagdo, C+ (controle positivo) e C- (controle
negativo), homogeneizados e deixados no gelo por 30 min. Em seguida, as amostras foram
submetidas a choque térmico a 42 °C por 45 s e deixados no gelo por 2 min. Aos tubos foram

adicionados 900 pL de LB liquido e as amostras foram crescidas a 37 °C, sob rotacdo de 180



23

rpm por 45 min. Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 14.000 g por 1 min, a
temperatura de 25 °C e 900 pL do sobrenadante foram descartadospQsié@dbrenadante
restantes foram usados para ressuspengeil@t. As ressuspensdes correspondentes a cada
amostra (ligacdo; C+; C-) foram plaqueadas em meio LB solido com ampicilina na
concentracéo final de 50 mg/mL. As col6nias obtidas em placa foram inoculadas na reacéo de
PCR para confirmacdo por PCR de col6nia e em LB liquido com ampicilina na concentragdo
final 50 mg/mL, crescidas a 37 °C, 180 rmwvernighte armazenadas com glicerol 20 %&0

°C.

4.8. Confirmagéo por PCR, digestdo e sequenciamento.

As coldnias obtidas foram inoculadas nas reacdes de PCR previamente preparadas
como mostrado na tabela 5, utilizandoposnersdo vetor segundo manual do fabricante. A
reacao controle foi adicionado 1 pL da construgéo pET21b-NTPDa3etrdei (tabela 6). O

controle negativo consistiu de todos os reagentes com excecéo do DNA.

Tabela 5: Reagdo de PCR de colbnia.

Componentes Volume
GoTag® Green Master Mix (Promega) uL 10
T7 Forward Primer uL 1

T7 Reverse Primer pL 1
Nuclease-Free Water puL 8

Tabela 6 Reacédo de PCR controle positivo.

Componentes Volume
GoTag® Green Master Mix (Promega) pL 10

T7 Forward Primer pL 1

T7 Reverse Primer uL 1
Nuclease-Free Water pL 7
pET21b-NTPDasel 1uL

A Tabela 7 mostra os estagios da PCR de colbnia.
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Tabela 7. Estagios da PCR de coldnia.

Estago 1 Estagio 2 Estagio 3 Estagio 4

(1 ciclo) (35 ciclos) (1 ciclo) (1 ciclo)
95 °C 95 °C 60 °C 72 °C 72 °C 4°C
11 min 2 min 30s 2:30 min 7 min 0

Apo6s a amplificacdo as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%.

A extracdo de DNA plasmidial dos transformantes obtelageacdo de digestéo foi
realizada como descrito previamente. As amostras foram enviadas para o sequenciamento no
Centro de Pesquisa René Rachou em Belo Horizonte, MG.

As sequéncias foram analisadas quanto a similaridade com sequéncias disponibilizadas
no NCBI, utilizando a fermentasic Local AlignmenBLAST) e no Programa Geneious 6.0.6
para verificacdo da integridade das sequéndiasne traducdo e analise de possiveis

polimorfismos.

4.9. Preparacéao de célulaEscherichia coliBL21 (DE3) e pRARE competentes.
CélulasEscherichia coliBL21 (DE3) e pRARE competentes foram preparadas como
descrito para DH5-Alpha na secc¢éo 4.6.

4.10. Extracdo de DNA plasmidial e Transformac&o.

A extracao de DNA plasmidial das constru¢des ET-pET21b e NSL-pET21b foram feitas
utilizando o kit ilustrd" plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare), de acordo com o manual
do fabricante e utilizadas para transformar cél@ssherichia coliBL21 (DE3) e pRARE

competentes para avaliacdo da expressao.

4.11. Expressao heterdloga- Testes de inducéo.

Inicialmente foi feita uma inducédo el coli pPRARE com 0,5 mM IPTG nos tempos
de l1ha6he?2l1h. O pré-inéculo foi crescido em LB liquido com ampicilina na concentragéo
de 50 mg/mL, 37 °C, 180 rpavernight.No dia seguinte 2 % do pré- indculo foram inoculados
em 100mL de meio LB liquido, sem ampicilina e a cultura foi crescida 37 °C, 180 rpm até a
DOegoo entre 0,6 e 0,8. Um volume de df foi coletado correspondendo ao tempo de O h de

inducéo, centrifugado a 3000 g, por 5 min, descartado o sobrenadante e armazenado a -80 °C.
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O indutor foi adicionado na concentragéo final de 0,5 mM e a inducéo foi feita & 37 °C, 180
rpm de 1h a 21 h. Aliquotas de 10 mL foram coletadas em 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h e 21h de
inducéo, centrifugadas e armazenadas da mesma forma. Os pellets correspondentes a cada hor
de inducéo foram processados (como descrito na seccao 4.12) e armazenados para analises d
SDS-PAGE e Western Blotting. O melhor tempo foi escolhido para a padronizagcdo da
expressao, na qual foi variada a concentracdo do indutor e a cepa de expressao.

As inducdes enkt. coli BL21 (DE3) foram feitas por 2 h, utilizando as seguintes
concentracdes de indutor: 0,2 mM, 0,4 mM, 0,6 mM, 0,8 mM e 1 mM. As inducdes em pRARE
foram feitas por 2 h, utilizando as seguintes concentracdes de indutor: 0,2 mM, 0,4 mM, 0,6
mM, 0,8 mM. Para todas as inducdes, foi feita a transformacdo prévia da construcdo ET-
pPET21b na cepa de expressdo, metade do volume crescido (500 pL) foi adicionadd_em 5
meio LB liquido, com ampicilina, para crescimento do pré-indculo e a outra metade foi
centrifugada a 14.000 g por 1 min, descartados 400 pL do sobrenadante e o pellet foi
ressuspendido nos 100 uL restantes, plagueado em LB sélido, com ampicilina ha concentracdo
final de 50 mg/mL, para confirmacéo da transformacéo.

No dia seguinte, foram adicionados 2 % de pré-inoculo enm10fe LB liquido, sem
ampicilina e a cultura foi crescida até §gentre 0,6 e 0,8. Um volume de B foi coletado
correspondente ao tempo 0 h, centrifugado a 3000 g e armazenado como previamente descrito.
O indutor foi adicionado no volume restante, calculando-se as concentracdes finais de acordo
com as concentracfes de IPTG estabelecidas. A inducéo foi feita por 2 h a 37 °C e 180 rpm.
Um volume de 50 mL foi coletado correspondendo ao tempo de 2 h de inducéo, centrifugado e
armazenado a -80 °C. Os pellets correspondentes a Oh e 2 h de indugao, para cada concentraca
de indutor e cepa de expressao foram processados (como descrito da secc¢do 4.12) e analisado
por SDS-PAGE e Western Blotting.

4.12. Pré-Purificacdo

Os pellets obtidos nas indugfes descritas na seccéo anterior foram lisados, lavados e os
corpos de inclusdo foram solubilizados num processo que denominamos “pré-purificacdo”
como segue. Os pellets foramstependidos em “Tampao de Lise” (anexo) e em seguida foram
adicionados os inibidores de protease aprotinina, leupetina e pepstatina nas concentracoes finais
de 2 pg/mL, 2ug/mL e 1pg/mL, respectivamente. Ao homogeneizado foi adicionada lisozima
na concentracao final de 1 mg/mL e as amostras foram homogeneizadas e deixadas no gelo por

30 min. Em seguida, foram sonicadas 6 vezes, com amplitude de 20 por 1 min para rompimento
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das células. As amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 15 min e os sobrenadantes foram
nomeados como “Lise” e armazenados a -20 °C. Os pellets foram ressuspendidos em 1 mL de
“Tampao de Lavagem” (anexo) centrifugado a 12.000 g por 15 min e os sobrenadantes foram
descartados. A lavagem foi realizada por mais uma vez da mesma forma descrita. Por fim, o
pellet foi ressuspendido em 500 (ou mais caso necessario) de “Tampao de Solubilizagido”
(anexo), aquecido a 55 °C por 20 min, centrifugado a 14.000 g puink50 sobrenadante foi
nomeado como “Solubiliza¢cdo” ¢ armazenado a -20 °C.

As “lises” ¢ as “solubiliza¢des” dosadas (seccdo 4.13), e analisadas por SDS-PAGE e
Western Blotting para avaliagdo da presenca da proteina nas fragfes solluvel ou nos corpos de

inclusao.

4.13. Dosagendle proteinas.
A concentracdo das amostras pré-purificadas foi avaliada pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976), utilizando microplaca de 96 pocos. Para curva padréo foi utilizada soro

albumina bovina (BSA).

4.14. SDS-PAGE e Western Blotting.
As amostras foram dosadas para aplicacao de 30 ug ou 40 ug de proteina total em cada
canaleta, com excecao de alguns casos, nos quais o0 volume para tais concentragbesaao
na canaleta do gel. A eletroforese foi feita em gel de poliacrilamida 10 % a 120g¥] oi
corado em Comassie. Cada gel possuiu uma réplica, que foi utilizada para o Western Blotting.
A transferéncia para o Western Blotting ocorreu a 250 mA, 4 °C, por 2 h e as membranas
de nitrocelulose foram lavadas com agua destilada e coradas com Ponceau, para verificacédo da
transferéncia. Posteriormente, foram lavadas com agua destilada para retirada do Ponceau, e
incubadas com solucéo de bloqueio (leite em p6 diluido em tampéo PB®nterx)jght,sob
agitacao. No dia seguinte, as membranas nitrocelulose foram lavadas com PBS-t 1X por 5 min
sob agitacdo, passo que foi repetido por mais 2 vezes. Em seguida, as membranas foram
incubadas com soro policlonal anti-NTPDase 2 dafantum chagafivASCONCELLOS et
al., 2014), diluido 1:2000 em tampao PBS-t 1x e incubadas por 2 h, sob agitagdo. ApOs esse
tempo, as membranas foram lavadas com tampao PBS-t 1x, como descrito anteriormente, e
incubadas por 2 h, com o anticorpo secundario anti-lgG de coelho acoplado a peroxidase
(Sigma-A0545), diluido 1:15.000 em tampdo PBS-t 1x. Em seguida, as membranas foram
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lavadas com tampé&o PBS-t 1x como descrito e a revelagéo foi realizada no escuro, utilizando o
reagente DAB (Sigma), agua oxigenada diluidos em tampé&o Tris 50 mM pH 7,6.

4.15. Purificacdo da ET/NSL-NTPDase2 pdfast Protein Liquid ChromatographyFPLC).

A amostra utilizada na purificacdo corresponde a inducég.esoli pPRARE com 0,6
mM de IPTG por 2 h. O processamento ocorreu como descrito na secc¢ao 4.12 e a solubilizagéo
dos corpos de incluséo foi filtrada em filtro 0,45 um e utilizada na purificacdo. O etanol 20 %,
a dgua e os tampdes foram previamente filtrados e sonicados antes de sua utilizacéo no sistema
A etapa de purificacao foi feita com 100 % de tampéao B e utilizou o sisieh@-AKTA, a
coluna de afinidade com niquel e os tampdes A pH 8,3 para injecdo da amostra e B pH 8,3 para
eluicdo, usando fluxo de 5 mL/min. As aliquotas coletadas foram analisadas por SDS-PAGE e

Western Blotting.

4.16. SDS-PAGE e Western Blotting.

A eletroforese foi feita em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 10 % a 120 V e o gel foi
corado em Comassie. As réplicas, foram utilizadas para Western Blotting em sistema semi-
seco. A transferéncia ocorreu a 408 por 1 h e em seguida as membranas foram coradas com
Ponceau para verificagdo da transferéncia, lavadas com agua destilada e incubadas com solugac
de bloqueio (leite em p6 diluido em tampao PBS-tdlsernight,sob agitagéo.

No dia seguinte, as membranas foram lavadas com PBS-t 1X por 5 min sob agitacao,
passo que foi repetido por mais 2 vezes. Em seguida, as membranas foram incubadas com sora
policlonal anti-NTPDase 2 de. infantum chagasfVASCONCELLOS et al., 2014), diluido
1:2000 em tampé&o PBS-t 1x e incubadas por 2 h, sob agitacdo. Apds esse tempo, as membrana:
foram lavadas com tampao PBS-t 1x, como descrito anteriormente, e incubadas por 2 h, com o
articorpo secundario anti-lgG de coelho acoplado a peroxidase, diluido 1:15.000 em tampéao
PBS-t 1x. Em seguida, as membranas foram lavadas com tampéao PBS-t 1x como descrito e a
revelacao foi realizada no escuro, utilizando o reagente DAB (Sigma) e agua oxigenada diluidos

em tampéao Tris 50 mM pH 7,6.
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5 RESULTADOS
Andlises de Bioinformatica
5.1. Andlises de polimorfismos

Como exposto na seccdo 4.1, foram obtidos 5 clones ET e 6 clones NSL. O resultado
do sequenciamento foi alinhado a sequéncia referéncia da ATP Difosfohidrolase. 2 de
braziliensisMHOM/BR/75/M2904 (LbrM.15.0030), disponivel no NCBI.

Foram observadas duas sequéncias distintas para os clones NSL e apenas uma sequénci:
idéntica para todos os clones Elm todos os clones ET foram encontrados SNPs silenciosos
nas posi¢oes 861 e 879. Essas mesmas mutacdes foram encontradas em dois clones NSL, porér
os demais clones apresentaram SNPs silenciosos na posi¢cao 213 e nao silenciosos nas posic¢oe
296, 377, 554 e 1126 (Tabela 8). Para o clone NSL 3 néo foi possivel determinar a presenca
dos SNPs nas posi¢des 876, 879 e 1126, pois a constru¢ao possui um inserto menor, que parece
resultar de um fragmento ndo amplificado completamente ou degradado.

A traducdo mostra que ndo ha alteracdo nas sequéncias com SNPs nas posicdes 861 ¢
879. Diferentemente, os clones NSL com mutacdes nas posi¢cdes 296, 377, 554 e 1126
apresentam mudanca na sequéncia de aminoacidos nas posicoes 99, 126, 185 e 375 (Tabela 9

As mutacBes nas posicdes 99, 126 e 376 alteram a caracteristica bioquimica dos
aminoacidos, sendo, portanto, mutacdes ndo conservativas. A mutacdo na posi¢ao 99 substitui
uma glutamina (Q), aminoacido com cadeia lateral polar, por uma prolina (P), cuja cadeia
lateral é apolar ciclica. A mutacdo na posicdo 126 substitui uma serina (S), polar, por uma
fenilalanina (F) relativamente apolar. A mutacdo 376 substitui uma treonina (T), aminoacido
polar, por alanina (A) apolar. A mutacdo 185 substitui uma asparagina (N) por uma serina (S),
ndo havendo mudanca na polaridade.

A fim de observar se as mutacdes se encontravam em regifes importantes para a
atividade catalitica, as anotacdes das ACRs foram feitas com base em informacfes descritas na
literatura (SANSOM, 2012 Assim observamos que a maioria das mutagdes se localiza fora

das regifes de ACRs, com excecdo da mutacdo S126F que se localiza no inicio da ACR2.
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Tabela 8 Distribuicdo de polimorfismos na sequéncia de DNA codificante da NTPDase2 das cepas
ET e NSL dd.. braziliensis.

CLONES 213C 296A 377C 4B5 861G 879A 126
NS I U Teeeiiiaenns o TP ST e ver vt G
VTS 152 Y« T
NS I P Teeeiiiaennn oTTT ST T
VT 1 Tereiieenns GroenToreernennennnn G verree e G

[N TS KT Teeeieneenns (ST T v v e e G

VTS 1T Y T
g 5 Y ¢ T
o 7 Y o T
o Y e TP
o = S Y ¢ T
g S P T

Tabela 9 Distribuicdo de mutacdes na sequéncia de aminoacidos da NTPDase2 das cepas ET e NSL
del. braziliensis.

CLONES 99Q 126S 376T 185N




30

A Figura 9 mostra a sequéncia mutada de NSL e as anotacOes das ACRs feitas no

programa Geneious.

Consensus
|dentity

1. Translation NSL C4E1 entire ..

2.LbrM.15.0030 translation seq,‘.' MR P Y S AFVLFGEVIYS

Consensus
|dentity

1. Translation NSL C4E1 entire ...
2. LbrM.15.0030 translation seq...

Consensus
|dentity

1. Translation NSL C4E1 entire ...
2. LbrM.15.0030 translation seq...

Consensus
|dentity

1. Translation NSL C4E1 entire ...
2.LbrM.15.0030 translation seq...

Consensus
Identity

1. Translation NSL C4E1 entire ...
2. LbrM.15.0030 translation seq...

Consensus
|dentity

1. Translation NSL C4E1 entire ...
2. LbrM.15.0030 translation seq...

Consensus
Identity

1. Translation NSL C4E1 entire ...
2.LbrM.15.0030 translation seq...

Figura 9: Sequéncia de aminoacidos da NSL-NTPDase?2 alinhada com a sequéncia referéncia. Em
vermelho estdo anotadas as ACRs e em azul as mutagoes.
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5.2.Predicéo de localizacgéo celular.

Para melhor entendimento, a partir de agora iremos nos referir a sequéncia ndo mutada
como ET/NSL-NTPDase 2 e a sequéncia mutada como NSL-NTPDase 2.

As sequéncias foram avaliadas quanto a localizacao celular no programa Target P, com
objetivo de verificar se as mutagdes alteram a localizagdo das proteinas.

O Target P informa uma pontuacéo de predicdo para cada um dos possiveis destinos:
secrecado (SP), mitocondria (mTP), cloroplasto (cTP) e outra (other), a partir dos quais atribui
uma predi¢do de localizagdo celular em “Loc” (M-mitocbéndria; C-cloroplasto; S- peptideo
sinal; outra “ ). Baseado nos scores o programa gera um coeficiente de confiabilidade (RC),
gue mensura o @ confidvel é a predicdo. O RC vai de 1 (muito confiavel) a 5 (pouco
confiavel). Se a escolhacluir predi¢ao de sitios de clivagem a coluna “TPlen” mostra a
predicdo do tamanho da pré-sequéncia de aminoacidos (EMANUELSSON et al., 2007).

Os valores de score variam muito pouco entre as sequéncias. Ambas foram preditas para
serem secretadas e o tamanho da pré-sequencia foi predito com 32 aminoéacidos, porém a
confiabilidade do resultado foi baixa (RC=4).

As figuras 10 e 11 mostram os resultados para as enzimas ET/NSL e NSL,
respectivamente.

TargetP 1.1 Server - prediction results

1L Technical University of Denmark

### targetp vl1.1 prediction resulis $HEFSSHESRRESEEEERREEEIRRREEHERREEE
Number of query sequences: 1

Cleavage site predictions included.

Using MON-PLANT networks.

Name Len mTP sp other Loc RC TPlen
ET_M5L 425 B.373 ©.678 ©0.026 5 4 32
cutoff Q.088 0.080 0,089

Figura 10: Predicao de localizagéo celular para ET/NSL-NTPDase2 no Target P.
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TargetP 1.1 Server - prediction results

ANA Technical University of Denmark

### targetp vi.1 prediction results SHEFSEEEERRHHEIEFRRHEERRRHEHERREE
Number of query sequences: 1

Cleavage site predictions included.

Using NON-PLANT networks.

Name Len mTP SPp other Loc RC TPlen
NSL 425 8.376 ©.687 @.825 5 4 32
cutoff Q.009 0.0298 0,000

Figura 11: Predicdo de localizacéo celular para NSL-NTPDase2 no Target P.

5.3.Construcao do modelo tridimensional

A fim de avaliar a localizagdo das mutacdes na estrutura tridimensional da,enzima
foram contruidos modelos no programa I-TASSER. As tabelas 10 e 11 mostram os 10 tmoldes
com maior Z-score, usados pelo programa para a constru¢cdo dos modelos NSL-NTPDase2 e
ET/NSL-NTPDase2, respectivamente.

Tabela 10:Templatesitilizados para construgdo do modelo NSL-NTPDase2 no I-TASSER.

RANK _PDB Hit __Iden1 ___lden2 __ Cowv. Norm. Z score

1 3Cj9A 0.29 0.32 0.96 2.23
2 3cj1A 0.27 0.32 0.94 4.09
3 3cj1A 0.29 0.32 0.96 2.24
4 3cj1A 0.29 0.32 0.95 6.09
5 4a57A 0.21 0.29 0.99 4.55
6 3zx0A 0.26 0.29 0.92 3.70

7 4a57A 0.21 0.29 0.98 6.76
8 3zx3A 0.28 0.31 0.94 5.26

9 3cj9A 0.29 0.32 0.96 2.52

10 4cd1A 0.00 0.32 0.95 1.97
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Tabela 11 Templatesitilizados para construgdo do modelo ET/NSL-NTPDase2 no I-TASSER.

RANK _PDB Hit __Iden1 ____|lden2 _____ Cow. Norm. Z score
1 3cj9A 0.29 0.32 0.96 2.27
2 3cj1A 0.27 0.32 0.94 4.24
3 3zx0A 0.27 0.29 0.92 2.31
4 3cj1A 0.29 0.32 0.95 6.06
5 4a57A 0.21 0.29 0.99 4.53
6 3cj9A 0.29 0.32 0.95 3.72
7 4a57A 0.21 0.29 0.98 6.73
8 3zx3A 0.29 0.31 0.94 5.48
9 3Cj9A 0.28 0.32 0.96 2.49
10 4cd1A 0.00 0.32 0.95 1.96

Idenl: é a porcentagem de identidade de sequéncidedgsiatesna regido de alinhamenthreadingcom a
sequéncia de interesse.

Iden2: é a porcentagem de identidade de toda a cadd¢eangbatecom a sequéncia de interesse.

Cov: representa a cobertura do alinhamento e é igual ao nimero de residuos ativididospelo tamanho da
proteina de interesse.

Norm. Z score: € o Z-score normalizado dos alinhamentos. Um valor >1 significa unalimamento.

O programa I-TASSER inicia 0 modelamento a partir de estruturas identificadas no
PDB pelo servidor LOMETS. LOMETS € um meta-servidor composto de varios programas
que utilizam a abordagethreading(encadeamento) para gerar os modelos. O programa I-
TASSER usa apenas os templates com maior significancia (Z-score) gerados pelos
alinhamentoshreadinge a partir desses templates o programa gera 5 modelos.

Destes, o modelo com maior C-score (que indica maior confianga) foi escolhido,
submetido a minimizacéo de energia (anexo), validado (ar@x@lisado no programa Pymol
para identificacdo das localizagbes das mutacoes.

As figuras 12 e 13 mostram os resultados, indicando que as ACRs estdo em regides de
alfa hélicese folhas beta, no interior da estrutura e que a maioria das mutacdes em NSL-

NTPDase 2 esta na superficie da enzima.
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Figura 12. Representacdo eoartoondo modelo 3D da NSL-NTPDase 2. (A) As regides de
ACR estéo coloridas em rosa e as mutacdes estédo representadas em vermelho. (B) Rotacao de
180° da estrutura mostrada em A.

Figura 13: Representacdo em superficieagtoondo modelo NSL-NTPDase 2. (A) Mutacdo N185S
(B) Mutacdo S126F (rotacao de 90°) (C) Mutagdo Q99P (rotacdo de 180° em relag#ara esh A)
(D) Alinhamento do modelo NSL-NTPDase 2 (azul) com a estruturado cristal ¢l RDase2
(3cj1A), disponivel no PDB (cinza). Mutacdo T376A (vermelho) proxima a regidoag@diy base do
nucleotideo.
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As mutacfes Q99P, S12@éM185S se localizam na superficie da enzima e a mutagéo
376 é interna e proxima a regido de ligacéo a base do substrato (figuxariBacdo 126 esta
presente externamente a enzima, no inicio da ACR2, regido que corresponde a folha beta 4 e
alfa hélice E na enzima de rato. A mutacdo N185S é adjacente a alfa hélice G onde a ACR3
est4 localizada.

Em seguida o modelo foi alinhado com a estrutura da NTPDadeates norvegicus
(Rn-NTPDase2-3cj1A), template de maior significancia (Z-score) e identidade, a fim de
verificar quais seriam 0s aminoacidos importantes para interacdo com substrato, agua
nucleofilica e co-fator.

Numa primeira andlise, observamos que a mutacdo interna T376A se alinhou a um
residuo de tirosina (Y398), predito como importante para interacdo com a base nitrogenada do

substrato. Assim, a enzima NSL-NTPDase2 teria uma alanina nessa regiao e a enzima ET/NSL-

NTPDase2 teria uma treonina (Figurg.14

Figura 14: Alinhamento dos modelos NSL-NTPDase 2 e ET/NSL-NTPDase 2 com Rn-NTRDase
Alinhamento do modelo NSL-NTPDase 2 (azul) com Rn-NTPDase 2 (cinza) & esquerdanchoostr
residuos na enzima de rato importantes para ligacdo ao substrato (larargangmosinto da agua
nucleofilica (azul), coordenacéo do calcio (ciano) e o residuo catalitico E165. (Restioluo de alanina
da enzima de NSL (vermelho) alinhado com Y398 da enzima de rato (laranja). A direitdelo
ET/NSL-NTPDase 2 (marrom) alinhadoRa-NTPDase 2 (cinza), mostrando o residuo de treonina
alinhado com Y398 da enzima de rato.

Utilizando o alinhamento selecionamos, na enzima de rato, os residuos preditos como
importantes para ligacdo ao substrato (laranja), posicionamento da agua nucleofilica (azul),
coordenacao do célcio (ciano), residuo catalitico E165 (preto) de acordo com o descrito na
literatura (ZEBISCHSTRATER, 2008)Figura 14). Assim, identificamos quais residuos nas
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enzimas deET/NSL e NSL seriam preditos como responsaveis por essas mesmas funcdes
(tabela 12).

Tabela 12 Residuos na estrutura 3D B&/NSL e NSL-NTPDase?2 identificados como importantes
para atividade pelo alinhamento com RnNTPDase2.

Funcéo ET e NSL-NTPDase? RnNNTPDase?2
Coordenacéao do co-fator D58, w411, D198, T132, E172 D45, W436, DZOE a3
Interagdo com substrato S61, T62, G63, T132, G201, A20348, S49, H50, T122, G204

S203 L245, N246, Y333, D336, A205, S206, R245, D246,
T376A A347, Y350, Y398
Posicionamento da 4gua
nucleofilica e residuo catalitico A133, R136, S203, Q205 Al123, R126, S206, Q208
Residuo catalitico E172 E165

Os residuos D58, W411, D198, T132, E172 se alinham, respectivamente, com 0s
residuos D45, W436, D201, T122 e E165 da enzima de rato, 0os quais atuam na coordenacéo do
co-fator, sugerindo que os residuos nas enzimas ET/NSL e NSL tenham a mesma funcao.

Os residuos S61, T62, G63, T132, G201, A202, S203, L245, N246, Y333, D336, T376A
foram preditos para interagir com o substrato, pois se alinham, respectivamente, com 0s
residuos S48, S49, H50, T122, G204, A205, S206, R245, D246, A347, Y350, Y398 da enzima
de rato que possuem essa funcdo. Destacamos que aminoacidos que interagem com Y398
diferem nas enzimas de ET/NSL (T376) e NSL (A376) como mostrado anteriormente.

Os residuos A133, R136, S203, Q205 foram preditos como importantes para o
posicionamento de E165 e da agua nucleofilimas se alinham, respectivamente, com 0s

residuos A123, R126, S206, Q208 da enzima de rato que possuem essas funcdes

Clonagem e expressao heterdloga
5.4.Clonagem

Dos clones obtidos no vetor de clonagem pJET, um de cada cepa foi escolhido para os
experimentos de subclonagem no vetor de expresséo. O vetor pET21b e as construgbes ET-
pPET21b e NSL-pET21b foram digeridos, purificados a partir de gel de agarose 1% e ligados.

Apo6s a transformacdo foram obtidas muitas col6nias e algumas foram selecionadas para



37

confirmacédo. As figuras 15 e 16 mostram as confirmacdes da clonagem feitas por PCR de
colbnia e digestdo para os transformantes obtidos em placa.

A B

M C-C+1 2 3 4 5 6 7 M C-C+ 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Figura 15 Confirmagédo por PCR de colonia. (A) Clones ET (B) Clones NSL. M: Marc&dor.
controle negativo. C+: controle positivo NTPDaseIlderuzi As setas brancas indicam as bandas de
1000 pb e 1650 pb do marcador. As setas pretas indicam os fragmentos amplificados na EER. Em
1170 pb correspondente ao ectodominio da TcNTPDase 1 e de 1 a 16 fragmento de 1158 pb
correspondente ao ectodominio da NTPDasel2 Heaziliensis

M ET NSL

Figura 16: Confirmacéo por digestédo dos clones obtidos no vetor pET21b. M: Marcador. As setas
indicam as bandas de 1000 pb e 1650 pb do marcador.

A regido correspondente ao ectodominio possui 1158 pb e como mostrado na figura 15,
a PCR de colénia amplificou fragmentos de tamanhos similares ao esperado para o inserto.
Nesse caso, como a amplificacdo foi feita com o primer T7, deve-se considerar a adicdo dos
pares de bases, correspondentes as distancias dos sitios de anelanpeime i@ relacdo
ao local de insercéo da sequéncia clonada. Como o esperado, um fragmento com tamanho entre

1000 pb e 1650 pb foi amplificada em todos os clones ET e NSL testados.
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O controle positivo (TcNTPDasel-pET21b) amplificou um fragmento de tamanho
maior como esperado para ectodominio da NTPDaseTl deizi(1770 bp) e na reacédo do
controle negativo ndo houve amplificacdo, demonstrando que ndao houve contaminacgao durante
0 processo.

Similarmente, a digestao das constru¢des no vetor pET21b com asshdenaHind
[l liberou um fragmento correspondente ao tamanho esperado (Figura 16).

Os clones foram sequenciados e analisados quanto a similaridade com sequéncias
disponibilizadas no NCBI, utilizando a ferme®asic Local AlignmentBLAST).

Para o clone NSL houve 93 % de identidade com a ATP difosfohidrolasestenania
braziliensisMHOM/BR/75/M2904, com 93 % de cobertura e E-value igual a zero. Para o clone
ET houve 97 % de identidade com a ATP difosfohidrolasd_eishmania braziliensis
MHOM/BR/75/M2904, com 88 % de cobertura e E-value igual a zero. As tabelas 13 e 14
mostram alguns dos resultados obtidos por BLAST. Mais algumas informacgfes estao

disponiveis em anexo.

Tabela 13:Basic Local Alignmenpara o clone NSL.

Description Max score Total score Query cover E value Ident  Accession
Leishmania braziliensis: - -+ - 1664« -« -----.---. 1664-wrmmne Q3% e 0.0 cvnnnee 96%--FR798989.1
MHOM/BR/75/M2904

Complete genome,
chromosome 15

Leishmania braziliensis- - - - - - 1664 - vvvereennnnn. 1664 munus s 93%: - v vt 0.0:evvvvens 96%M: -001562128.1
MHOM/BR/75/M2904

ATP diphosphohydrolase

partial MRNA

Leishmania peruviana----1653 -+ -+ -+ - 1653+ v v vvnnns 93% - ------e- 00 95% e LN609238.1

Genome assembly
Leishmania peruviana
PAB4377_V1,
chromosome : 15

Leishmania panamensis:--1615 - -----....- 165 - 93% - v 00 - 95% - ---- XM_010699079.1
ATP diphosphohydrolase
partial mMRNA
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Tabela 14 Basic Local Alignmenpara o clone ET.

Description Max score Total score Query cover E value Ident  Accession
Leishmania braziliensis- - - - - - 1626 ---vvveenns 1626---meme - QL% v 0.0--+vven- 96%0-+++verre- FR798989.1
MHOM/BR/75/M2904

Complete genome,
chromosome 15

Leishmania braziliensis: - - - 1626« vvveeeenennn 1626--wmwne - 91% v v 0.0:ccvvvvees 96%M: 001562128.1
MHOM/BR/75/M2904

ATP diphosphohydrolase

partial MRNA

Leishmania peruviana-------- 1616+ 1615 91%:- -+ - - 00 95% -+ rehi LN609238.1

Genome assembly
Leishmania peruviana
PAB4377_V1,
chromosome : 15

Leishmania panamensis--1580 -« «----: - B8O+ o vvvvnnnns 88% - ----h- - 00 96%: - - - XM_010699079.1
ATP diphosphohydrolase
partial mMRNA

Em seguida o sequenciamento foi analisado no programa Geneious 6.0.6 para
confirmacédo da sequéncfeame traducéo e analise de possiveis polimorfismos. Os resultados
foram alinhados com a sequéncia da ATP difosfohidrolase Lde braziliensis
MHOM/BR/75/M2904 como referéncia e confirmaram a clonagem no vetor entre os sitios de
restricdo escolhidos (Figuras 17 e 18), porém os clones obtidos apresentaram sequéncias
idénticas. Dois SNPs silenciosos estdo presentes nas posicoes-881B879 (A>G) em
ambos clones, como mostrado na figura 19. Assim, a proteina recombinante sera chamada de
ET/NSL-NTPDase2.

A traducao da sequéncia confirma a clonagemframee a presengade cauda de hexa-

histidina carboxi-terminal, como mostrado figgiras 20 e 21.
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Figura 17: Confirmag¢3o da clonagem da ET/NSL-NTPDase2 por sequenciamento. A posi¢do 118 marca o inicio do sitio de restrig3o da enzima Ndel, seguida
do cédon de iniciagdo (ATG) adicionado no primer foward e do ectodominio clonado. A sequéncia que antecede o sitio de restrigdo coincide com a sequéncia
do vetor pET21b.
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Figura 18: Confirmacdo da clonagem da ET/NSL-NTPDase2 por sequenciamento. A posi¢do 1281 marca o final do sitio de restrigdo da enzima HindIIT,

substituindo o cédon de parada (TGA) da sequéncia original. A sequéncia que sucede o sitio de restrigdo coincide com a sequéncia do vetor pET21b, que codifica
para a cauda de hexa-histidina e cédon de parada.
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Figura 19: Anihise de polimorfismos no clone ET. O cromatograma mostra um alto sinal para base A na posicio 861 e para G na posigdo 879. Na sequéncia
referéncia G e A aparecem nessas posigdes, respectivamente.
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Figura 20: Traducio da sequéncia NSL-WNTPDase? clonada no vetor pET21b e alinhamento com a sequéncia de ammoacidos da ATP difosfohidrolase de
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Figura 21: Tradugdo da sequéncia ET-NTPDase2 clonada no vetor pET21b e alinhamento com a sequéncia de aminoacidos da ATP difosfohidrolase de

Leishmania braziliensis disponivel no NCBI. A sequéncia é idéntica a construgio obtida para a cepa NSL.
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5.5.Predicdo de massa molecular e ponto isoelétrico.

A sequéncia utilizada corresponde a sequéncia do ectodominio, acrescida de duas
metioninas iniciais, dos residuos codificados pelo vetor apds o sitiindelll e as seis
histidinas que compdem a his-tag. Os resultados mostram que a massa molecular e ponto

isoelétrico tedricos sdo 44,4 KDa e 8.29, respectivamente.

Compute pl/Mw
Theoretical pl/Mw (average) for the user-entered sequence:

18 28 38 4@ 58 58
MMSPCNSPYS NVYDIVIDAG STGSRVHVFQ YERSSTGVIL LRERFKRIEP GLSSFATDQE

78 38 99 1e@ 118 128
GAKQSLAGLL RFAEKAVPRS YQRCTSVTLK ATAGLRLLPE ADQQVLLDAA QQTLKAFPFQ

138 148 158 168 178 188
SREASIVSGA QEGVYGWLTV NYLLNRLDKE GATVATIDMG GASTQUVFET KFTSGEWLPF

198 208 218 228 238 249
NYAHQLRTPK RTIAMYQHSY LGLGLNEAKK TLMTLFAKVN GTSPFSCFPR RHTEHLNGVE

258 268 278 288 298 300
LRNGDSTDFD VCWNLFREHV ITKPICRFDA CGARGVPQPP LPSKQHPIYA FSYFYDRLYH

318 328 339 348 358 368
FRSEGFPVYV SSYKELGREV CQRESADHTT TPKETTCMEL AYLYSFLTHG LGLSDDRTLE

378 380 399
VPNRIEGIAV SWSLGCSLSF VLKMEKLAAA LEHHHHH

Theoretical pl/Mw: 829 / 44413 .50

Figura 18: Predicdo de ponto isoelétrico e massa molecular para a enzima recombinai8e-ET
NTPDase 2.

5.6 Expresséao heteréloga e purificacdo da enzima ET/NSL-NTPDase 2.

Obtivemos clones no vetor pET21b para ambas as cepas, porém como os clones ET e
NSL-pJET haviam sido aleatoriamente escolhidos para subclonagem, ambas as construcées
apresentaram sequéncias idénticas da enzima. Apos o0 sequenciamento dos clones ET e NSL-
pJET, observamos que alguns clones NSL exibiram SNPs n&o silenciosos, portanto um clone
especifico para essa cepa foi selecionado para a realizacdo da clonagem no vetorgniET21b (
andamento). Por esse motivo, procedemos aos experimentos de expressao heterdloga apena
com o clone denominado ET/NSL-pET21b, devido ao fato da sequéncia possuir apenas SNP
silenciosos, caracteristica de todos os clones ET e de alguns NSL.

A figura 23 mostra os resultados para os testes de inducao:
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NT2 Oh 1h 2h 3h 4h Sh 6h 21h

0,2mM 0,4mM
M NT2 OWL 2WL Oh/S 2h/S OW/L 2h/L  Oh/S  2h/S

=]

0,6mM 0,8SmM
M NT2 Oh/L 2nL OWS 2hS OWL 2WL Oh/S 2h/S

@]

1mM

M NT2 Oh/L 2WL  Oh/S 2h/S

0,2mM 0,4mM
NT2 OWL 2WL Oh/S 2h/S Oh/L 2h/L  Oh/S 2h/S

0.,6mM 0.8mM
NT2 Oh/L 2h/L OhS 2h/S Oh/L 2h/L Ok/S 2h/S

Figura 19: Testes de indugéo. Lisado da indugdo em pRARE com 0,5mM de IPTG nos tempos de 1,
2,3,4,5,6e21h (A). Indugcdo em BL21(DE3) com 0,2 mM e 0,4 mM de IPTG (B), 0,6 mM e 0,8
mM de IPTG (C) e 1 mM de IPTG (D). Indugdo em pRARE com 0,2 mM e 0,4 mM de IPTG (E) 0,6
mM e 0,8 mM de IPTG (F). M-Marcador; NT2-NTPDase 2 recombinante purificadaifantum

chagasj L-lise/fracéo soltvel; S- solubilizagéo dos corpos de incluséo.

Como nao foi possivel diferenciar a proteina de interesse no gel de poliacrilamida, todos
os testes foram submetidos a western blotting, ap6s a eletroforese.

O teste inicial mostrou que a proteina é expressa nos tempos 2h, 5h, 6h e 21h na inducéo
realizada com 0,5 mM de IPTG. Escolhemos, portanto, o tempo de 2 h de inducéo e variamos
as concentracdes de indutor e a cepa de expressao.

De todos os testes feitos a indu¢cédo em pRARE com 0,6 mM de IPTG foi a considerada
a melhor condicéo, indicando a presenga da proteina em corpos de inclusao.
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Em seguida, fizemos uma nova indugdo e processamos como descrito na secc¢ao 4.12
para obtencdo dos corpos de inclusdo solubilizados, para purificacdo por cromatografia de

afinidade. As figuras 24 e 25 mostram esses resultados:

Purificacac Nancy ETpRARE 230617:10 UV Purificacao Naney ET pRARE 23061710 Cone
— — Punficacao Nancy ETpRARE 230617:10 Fractions —  — _Purificacac Nancy ET pRARE230617:10 nject
— —— Punficacac Nancy ETpRARE 230617:10 Logbook
mAl
1000
800
600
| I |
s Ul | |
| I |
| I | |
| |
200 ‘ i |
| I I |
| I I |
| I | |
: i i i bbbl 1] {41441 25
0 20 40 60 80 100 mi

Figura 20: Grafico da purificagdo em FPLC. A linha azul indica absorcéo na faixa de 280 nm. Os
guatro picos iniciais indicam a aplicagdo da amostra e o pico final indica a eluig&o. Aelidda v

refere-se a porcentagem de tampdao B para eluicdo da amostra. As fracdes coletadas estéo indicadas
por nimeros em vermelho.
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Figura 21: Aumento do grafico da purificag@o na regido das fracdes coletadas. Nas fragfes 1 e 2 sdo
detectados 2 picos de absor¢céo de UV.

Como mostrado na figura 25, dois picos pequenos foram observados no inicio da
eluicdo, porém analises de eletroforese microcapilar (dados ndo mostrados) indicam que nédo ha

proteina nessas fracdes. Assim as aliquotas de 4 a 11 foram escolhidas para serem avaliadas po

eletroforese e western blotting.
A figura 26 mostra os resultados da eletroforese em gel de poliacrilamida referentes as

fracOes 4 a 11 obtidas na purificacéo.
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NT2 VNL 4 5 6 7 8 9 10 11

42kDa —»

Figura 22 SDS-PAGE das fracdes 4 a 11 obtidas na purificacdo em FPLC. NT2-NTPDase 2
recombinante de. infantum chagagiurificada. VNL-Volume néo ligado. 4-11- fragfes.

Observase na maioria das fragbes, uma banda de tamanho maior ao controle (42 kDa).
Além desta banda, a fracdo 6 contém uma proteina maior, cuja banda aparece bem acima
gel.

Em seguida, foi feito western blotting, utilizando soro policlonal anti-NTPDase de
infantumcomo anticorpo primario. Os resultados mostram que a banda menor, resultante da
purificacdo, foi marcada. Apesar de haver marcacdo inespecifica, isso pode significar a
necessidade de diluicdo maior dos anticorpos usados. No controle a marcacéo inespecifica pode
representar uma possivel degradacéo.

A figura 27 mostra os resultados do Western blotting, veja a seguir:
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42kDa —»

Figura 23: Western blotting das fra¢cdes 1 a 8 obtidas na purificacdo em FPLC. NPRdse?2 dé.
infantum chagasiisada como controle. Nomeros de 1 a 8 indicam as fragdes coletadas na purificacado.
VNL: volume néo ligado. Soro policlonal anti-NTPDase2 denfantum chagasna diluigdo 1:2.000

foi usada como anticorpo primario. Anti-IgG de coelho acoplado a peroxidade gaaliluil5.000 foi

usado como anticorpo secundario.



51

6. DISCUSSAO

Estudos indicam qué. braziliensis possui uma diversidade intra-espécie e que
diferentes cepas estdo relacionadas a diferencas na viruléncia, podendo influenciar o
desenvolvimento de diferentes formas clinicas (LEITE et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2004).

Os isolados ET e NSL apresentam caracteristicas polares quanto a viruléncia e
infectividade em modelo murino (SANTOS, 2012). Além disso, foi observado que essas cepas
diferem na hidrélise de nucleotideos extracelulares e que a alta taxa de hidrdlise de ATP se
correlaciona com a cepa NSL, de maior viruléncia. O mesmo trabalho identificou a presenca de
SNPs néo silenciosos na sequéncia da NTPDase 2 de NSL, mas nenhuma correlagdo com a
atividade de hidrolise de nucleotideos, viruléncia e infectividade foi observada (LEITE, 2012).
Assim, nosso grupo de pesquisa iniciou trabalhos para investigar a relacdo desses
polimorfismos com a atividade da enzima e a viruléncia dessas cepas.

No presente trabalho, a sequéncia correspondente ao ectodominio da NTPDase2, de
ambas as cepas, foi isolada e clonada em vetor bacteriano. Nossos resultados mostram que o¢
clones ET obtidos apresentam apenas polimorfismos silenciosos e que, diferentemente, alguns
clones NSL possuem sequéncia igual a observada para a cepa ET e outros clones possuerr
mutacbes nas posicdes Q99P, S126F, N185S e T376A. Nossos resultados confirmam o
observado previamente para essas cepas, porém trabalho realizado por Leite e colaboradores
(2012) identificou duas mutacdes adicionais (D54G e F386L) em dois diferentes clones da cepa
NSL (LEITE, 2012; VALIATE, 2012).

As duas sequéncias obtidas (ET/NSL-NTPDase2 e NSL-NTPDase?2) foram analisadas
no programa Target P com o objetivo de avaliar a localizagdo celular. Os resultados indicam
gue as proteinas possuem uma baixa probabilidade de serem secretadas e de estarem ancorad:
a membrana mitocondrial. Trabalho realizado com a cepa M2904 hieaziliensismostrou
que a NTPDase 2se localiza na superficie, nucleo, bolsa flagelar, flagelo, mitocondria,
kinetoplasto e nucleo em divisdo (PORCINO et al.,2012). Apesar da NTPDase2 da cepa ET
possuir sequéncia de aminodacidos idéntica a sequéncia de cepa M2904, as predicbes mostram
uma baixa probabilidade de existéncia da enzima na mitocondria. Além disso, a sequéncia
clonada corresponde apenas ao ectodominio e a existéncia de mutacbes na regido
transmembrana néo foi avaliada. Nesse contexto, € importante ressaltar que as predi¢cdes Sac
probabilidades de ocorréncia e que os verdadeiros locais onde a proteina se encontra devem sel

confirmados experimentalmente.
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A fim de identificar a posigdo das mutagdes na estrutura tridimensional das enzimas,
modelos foram construidos no programa I-TASSER. Os modelos com maior C-score foram
escolhidos e possuem RMSD igual a 4.4A (modelo NSL-NTPDase?2) e 4.7A (modelo ET/NSL-
NTPDase2). Com base nessas informacdes, concluimos que os modelos permitem a predicao
da localizacdo dessas mutagfes, bem como dos aminoacidos importantes para atividade da
enzima (ROY, KUCUKURAL, ZHANG, 2010).

Nossos resultados mostram que as mutacdes Q99P, S126F, N185S se localizam na
superficie da enzima e que a mutacdo T376A se localiza internamente e proximo a regido de
localizacéo do substrato. A mutacdo S126F se localiza na ACR2, porém distante do sitio de
interacdo com o substrato. A substituicdo de uma serina por uma fenilalanina, que possui um
anel aromatico e caracteristica apolar, devem ser considerados como fatores que podem
influenciar a estrutura da enzima, afetando indiretamente a atividade enzimética. O mesmo deve
ser observado para as outras mutacdes externas (Q99P e N185S), apesar de ndo estarem el
ACRs.

Adicionalmente, diversos trabalhos mostram o papel de ectonucleotidases na adesao do
parasito a célula hospedeira e na formacéo de oligbmeros (FAILER et al., 2003; KNOWLES,
2009; MARIOTINI-MOURA et al., 2014; VASCONCELLOS et al.,2014;). Assim, néo
podemos excluir que as mutacdes externas possam ter influéncia nesses processos, bem comc
na alteracdo indireta da atividade enzimatica. Contudo, devemos considerar que os modelos
construidos sdo estruturas rigidas que nao permitem tal avaliacdo, sendo necessarios
experimentos de dinAamica molecular para avaliar o papel das mutacdes nesses processos
associados a caracterizacao enzimatica.

O alinhamento dos modelos com a estrutura da Rn-NTPDase2 mostra que a mutacao
T376A se alinha com um residuo predito como importante para interacdo com o substrato na
enzima de rato, sugerindo que os aminodacidos treonina e alanina tenham a mesma funcao nas
enzimas de ET e NSL, respectivamente. Considerando a diferengca no tamanho e polaridade
desses residuos, sugerimos que a mudanca de polaridade nessa regido, na enzima de NSL
demande a existéncia de interacdes hidrofébicas ao invés de ligagbes de hidrogénio. E ainda, a
existéncia de um grupo R menor (alanina), permite-nos sugerir a preferéncia de ligacdo a um
substrato maior, como um nucleotideo trifosfatado em detrimento do difosfatado.

Trabalho anterior mostra uma clara diferenca na hidrolise de ATP, com a cepa NSL
apresentando maior taxa de hidrélise de ATP comparado a cepa ET (LEITE et al., 2012). Tal

fato nos leva a questionar se a alanina presente em NSL poderia ser responsavel por uma alta
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afinidade pelo ATP e consequentemente pela alta hidrdlise e viruléncia ja observados. Assim
pretendemos realizar experimentos de atividade enzinitdizo, utilizando clones isolados

dos parasitos, bem como avaliar a atividade das enzimas recombinantes quanto a preferéncia
por substrato a fim de avaliar o impacto dessas mutacdes na atividade.

Os modelos nos permitem predizer os residuos importantes para ligacdo ao substrato
interacdo com co-fator e agua nucleofilica. O alinhamento prediz que os residuos D58, W411,
D198, T132, E172 atuam na coordenacao do co-fator, os residuos S61, T62, G63, T132, G201,
A202, S203, L245, N246, Y333, D336, T376A interagem com o substrato e que os residuos
A133, R136, S203, Q205 atuam no posicionamento de E165 e da 4gua nucleofilica. Contudo,
somente experimentos de cristalografia podem confirmar essas predicoes.

Como a clonagem no vetor de expressao resultou em duas sequéncias idénticas para a
enzima, sem mutacdes, denominamos a enzima recombinante como ET/NSL-NTPDase 2, pelo
fato da sequéncia ser encontrada em clones de ambas as cepas.

A expressédo da enzima nao produziu, em nenhuma das condi¢des testadas, uma banda
discernivel em gel de poliacrilamida. Por este motivo, todos os testes foram submetidos a
western blotting, utilizando o soro policlonal anti-NTPDaseR.defantum chagasi.

Outras NTPDases recombinanted denfantum chagase T. cruziforam expressas no
mesmo vetor, como demonstrado em trabalhos do nosso grupo pesquisa e apresentaram
expressdo perceptivel em gel de poliacrilamida (BASTOS, ;20ERIOTINI-MOURA,

2010; VASCONCELLOS et al., 2014). Diferentemente, a expressao da enzima recombinante

delL. braziliensisndo pbde ser distinguida em gel, sendo necessaria a marcacdo com western
blotting. Isso indica uma baixa expressdo da enzima, mesmo quando submetida a diferentes
condicoes.

Apoés a purificacdo em FPLC foram obtidas duas proteinas de tamanhos diferentes e
superiores ao padrao utilizado (42 kDa). Porém, apenas a proteina de menor tamanho foi
marcada nas fracdes usando soro policlonal anti-NTPDds2imfantum chagasiA predicéo
de massa molecular para a proteind_dbraziliensisfoi de 44,4 kDa, maior que o padrao.
Portanto, a proteina obtida na purificacdo e marcada no western blotting pode ser a proteina de

interesse.
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7. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho nés comparamos a NTPDase 2 das cepas ET e NSV .jle
braziliensiscom relacéo a sua sequéncia codificadora e avaliamos as possiveis consequéncias
de mutacbes na composicdo de aminoacidos e estrutura tridimensional da enzima. Nessas

andlises foi posseél verificar que:

» As analises de polimorfismos na regido que codifica o ectodominio da enzima NTPDase2
mostram que os clones ET possuem apenas mutac¢des silenciosas nas posicoes 861 e 879
os cones NSL apresentam duas sequéncias da enzima, confirmando resultados obtidos em

outros trabalhos.

= Alguns clones NSL apresentam sequéncia idéntica a de ET e outros apresentam
polimorfismos nas posi¢cdes 213, 296, 377, 554 e 1126, mudando os aminoacidos nas
posicdes 99, 126, 185 e 376.

= As mutagbes Q99P, S126F e T376A causam mudancas na polaridade.

= Obtivemos modelos da estrutura 3D para ambas as sequéncias, com qualidade que permite

inferir com relacdo a posi¢cao das mutacfes e aminoacidos importantes para a atividade.

» O alinhamento mostrou que as mutacdes sdo externas a estrutura da enzima, com excecac

da mutacao T376A que se localiza internamente.

» A mutacdo T376A se alinha com o residuo de Y398 da Rn-NTPDase2, predito como

importante para ligacdo ao substrato na enzima de rato.

» Nesse trabalho, obtivemos construcdes em vetor de expressdo com a sequéncia da enzima

ET/NSL-NTPDase2, confirmados por PCR, digestdo e sequenciamento.

» Os resultados indicam a clonagem dmame com a cauda de hexa-histidina

carboxiterminal.

» Uma banda com tamanho aproximado ao padrédo (42 kDa) pode ser vista em gel de
poliacrilamida apo6s a purificagédo e foi marcada em western bloting, indicando a possivel

expresséo e purificacdo da proteina de interesse.
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Nossos resultados mostram informagdes importantes acerca das mutacdes encontradas,
permitindo-nos inferir sobre as possiveis consequéncias que elas podem causar na estrutura €
atividade da enzima. Além disso, esse conhecimento nos permitira delinear experimentos
futuros, que possam responder de forma satisfatéria os questionamentos que surgiram nessa
pesquisa.

Como perspectiva, pretendemos realizar experimentos de dinamica molecular,
cristalografia e expressar e caracterizar bioquimicamente ambas enzimas, a fim deeasliar s
diferencas na sequéncia de aminoacidos podem ser responsaveis pela diferenca de atividade
observada para essas cepas, contribuindo para o entendimento do papel da NTPDase2 na
atividade ectonucleotidasica. Além disso, pretendemos clonar o parasito e realizar
experimentos de infeccao vitro e in vivoem modelo murino, a fim de avaliar a relacdo dos

polimorfismos com a viruléncia dessas cepas.
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ANEXOS

Tampdes utilizados na pré-purificacédo

TAMPAO DE LISE (10 mL)

Tris 50 MM ..., 500 pL (estoque 1 M)
NaCl 300 mM........cccccevvvneee 750 pL (estoque 4 M)
Imidazol 10 mM.................. 100 pL (estoque 1 M)
H2O. e, 8650 pL

TAMPAO DE LAVAGEM (40 mL)

Trs50 MM PH 8., 2 mL (estoque 1 M)
NaCl 500 mMM.........ccooiiiiiiiiinnee, 5 mL (estoque 4 M)
-mercaptoetanol 10 mM............ 28 uL

Uréia 2 M. ..o, 48¢
AQUAL.......coeiiiiiie e (completar)

TAMPAO DE SOLUBILIZACAO (1 mL)

Tris SOMM pH 8...ooviiiiiiiiiiiiee 100 pL (estoque 1 M)
NaCl 500 MM.......ccooiiiiiiiiieeeeecceeeee i25(estoque 4 M)
Uréia8 M.......ocooiiiiciceee e, 0,48 g
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Confirmagé&o da clonagem no vetor de expressao por BLAST

ET-pET21b

=ET_pET21b-F_B04

RID GGFEDFARDIR (Expires on 04-10 0720 am)

Query ID Icl|Query_2B229 Database Mame nr
Description  None Deseription  Nudestide cellection (At

Molecule type  nuclelc acid Program BLASTH 2.3.1+
Query Length 1106

Distribution of 102 Blast Hits on the Query Sequence
Calar Il‘j‘ for :Illgﬁm'll'lt icoras
<40 4050 B0-200 >=200
Queny
1 200 00 500 200 1000




canL2ms

Descript

Sequences producing significant aignments:

Description

Lelshmania brazilensis
MHOWMERTSM2904 comples
genome, chromosome 15

Letshmaria braziensis
NHOMERTSMIDN ATP
diphosnhofyoroiase partial mANA
Leisnmaria persiana genome
assembily Leishmanla penviana PAE-
4377_\H, chimmosome © 15
Lelshmarta panamensis ATD
diphosahotyorolase parlal mRNa
Lelshmaria panamenss sirain
MHOMPASLPIC-1 chiomosame 15
sEquence

Lelshmart3 pensiana genome
assembly Lesshmanla penuviana LEN-
1537_\1, chnmosome © 15
Leishmaria mexicana
MHOMGTI200 140 1103 putaive
nuciecside diphosphatsse partal
mRMA

Leishmania mexcana
MHOWMGT2001U1103 compielz
gENOME, ChIDMOSomeE 15

Lelsnmania amazonenss eraln
LTPOU1E ATR dphosghohydroiass
MRMA, complele cds

Lelsnmarka amazorenss MTPDase 1
{MTPCase1}gene, partal cde
Expression vesior prLDSENCER,
complets sequencs

Expression vector pET32a-LIC,
complets sequencs

Cioning vector pCALNFLAG, compists
sequente

EXpression vecior pR121, complats
saquence

Expression vedior pCal-n-ak compists
BEQUEncE

Expression wecir pCALN, compiete
BEQUENCE

Expression vector pET151-0myCaspd
DHA, cOMpiSts sRquence
Expression vector pET24a_mRuby2,
complels sequence

Expression vector pET24a_mienss,
ompleis sequance

Expression westor pET24a_ CIOVET,
Lomples sequence

Expression wesiaor
pET24a_mCenilzans, compiste
EEUENCE

Brugia imor genome 3ssembly
EB_Emor_inonesla_vi_[ 4, scafold
ETMF_contigD0asdsa

Choning wector pT7 RL2, compéste
BEQUENLE

Choning wector pT7_RL1, complele
BEQUENCE

Max
score

1626

1626

1615

1580

1580

a2

303

753

383

593

893

833

o4

884

ara

ara

ara

ara

73

ars

874

ara

WCE! Btast- ET_pET2in-F_ B4

Total
score

1626

1626

1615

1580

1580

1632

g3z

788

ERE

G55

558

58

=10

g78

g78

878

878

g7a

878

78

g78

Query
Cover

9%

91%

%
58%

3%

1%

%

E3%

#

E
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Da

0a

oo

0a

oo

0a

0ga

0a

1e-13

12-13

12-13

12-13

12-13

1e-13

Ident

25%

85%

95%

95%

83%

9%

91%

91%

91%

91%

21%

5%

5%

2%

1%

1%

21%

81%

1%

Accession

FR7395E6.1

u3e45ey
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NSL-pET21b

MSL_pET21b-F Fi4
RID GGFHTYRMO1E (Expires on 04-10 07:26 am)

Query ID Id|Query_7524% Database Name nr
Description  None Description  Nudsetide collection (nt)
Molecule type  nuckic acid Program BLASTN 2.3.1+

Query Length 1104

Graphic Summary

Distribution of 120 Blast Hits on the Query Sequence

Color key for alignmant scores

<40 4050 5080 £0-200 >=200
LFITE-F T

:

400 G0 00 A000
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D& 205 MCEI BiastMEL pET210-F Fl4

E i
Sequences producing significant alignments:

Drescription Max Total Cuery E Ident Accession
SCOre SCOTE cover value

Leishmania bragiensis
MHOMBRTSMZ904 compleie 1664 1664 93% oo 5% ERF3R363.1
genome, chromosomre 15

Lelshmaréa brazliansis

dAiphosghohydroiass partial mRNA

Leisnmania pernviana genome
assembiy Leishmanla penvlana PAE- 1653 1653 3% og a5% LHBrIIR
4377 _V1, chromosome ; 15

Lelshmaria panamenss ATP %
o St i 1615 1615 3% oa 25% AM 0108330731
Lelsnmarea panamenss sran
MHOMPADAPSC-1 chromosame 15 1615 1615 3% oo 5% CPO0s384.1
SEOUENCE
Lelshmaria perviana genome

Leshmanla penviana LEM- 1435 1435 5% oa 9% LHEs20
1537_W1, cheomosome © 15

Leisnmania mexicana

MHOMGETZ001411103 putztve
nugzoeide diphosphatss parial B Sk Be% Rg ot LS TAR

mRMA

Lelshmania mexicana

MHOMIGT2001451 103 complels 852 5§32 B oo B3% FR739568.1
genome, chromosome 15

Lelsnmania amazonenss sirain

LTFO016 ATP diphosghotiydrolass 330 B30 B% og B3% JEEITZIFZ
mRMA, complels cds

Lelenmania amazonenss NTRDase 1
(MTEDas=1) gene, paal ads it ok gt m g AREERRiL

Cloning vecior pRC-NIv-H, compiele. g4 5 916 4% 314 100% DES08055.1
sEquence L DT .=
Synthellc construct MESHIE-Bg TEV
profeaseArg-ag gene, compieis oos
Synihellc construct L-amino acid
oeldase gene, complele ois
Cioring vector pRK124 comphebs
saquence

873 879 4% 4213 3% KI1E30301

378 g878 =] 4e-13 95% G332

are 879 4% da-13 23% AFIS1OTT

Exprecsion veclr BRKTIS, complelt goq E70 e 4243 oo AFHTe4R]

RAMIFLCA

Badllius Memedus fEsmd PETIE- g7 r] % de-13 % AMIBEANT. 1
bam3s, gana encoding bamasa ’ :

Expression vecior pPK113, compiete
oy a73 &7 4% de-13 a5% AFIS3733A

Expression vecior pKLDSENCER,
i 381 861 4% Ze-12 5% KT020828 1
Cioning vector pREET-TAUT 2P,
mtini Byl 381 B6.1 4% Za-12 o3% KCTasgoe]

Cioring veclor pRSET-TAUT P,

861 8EA 4% 28-12 can
st Bl KC735001.1
Cioning vector pRIET-TALT, complese ge 61 e Ze12 oa%; KCT35006.1
sequence b
Espression vesior DIGDMARS,
s ol 6.1 861 e 2a-12 Tas HEas00.1
Espreselon vector LIC-pDESTLCE,
it 81 861 % 2e-12 s JEEITRAT L
Expreselon vestor LIC-pDESTLCA,

= 381 861 &% 2e-12 EEES JESITR4E 1

hifprifbeast nehinim. b gow/Blast o

MHOMBRT SIS0 ATP 1664 1664 3% oag 55% AWM D S83128.1



Validacdes para o modelo NSL-NTPDase2.

A7 YASARA Scene G

Aloreadnr i ADesktopiVal I-TASSERWNSL\Ya: = - RIS jmj!‘@,ﬂ
File Edit Analyze View Effects Options Window Help @ ) & @ €3

60 Hz[Mem97 [Sus L

‘IAtoms

ERRAT

Xray Program: ERRAT2

File: /var/www/SAVES/Jobs/3298975//errat.pdb
N NVR Chaini#:1

Overall quality factor**: 90.885

95%

Error value*

o [k o B
A 1 |
iiFﬂ:iI?Ilﬂ.‘..‘. . -Hi'li‘l”“ﬂﬂmw [l

320 340 360 380

-15 Residue # (window center)

"On the error axis, two lines are drawn to indicate the confidence with
which it is possible to reject regions that exceed that error value.
=20 **Expressed as the perce @ of the protein for which the calculated
0 200 400 E00 800 1000 eror value falls below the 95% rejection limit. Good high resolution
A structures generall ﬁuodu:e values around 95% of higher, For lower
Number of residues resolutions (2.5 1o g ) the average overall quality factor is around 81%.




E

©0
[¥2)

Error value*
®

ERRAT

Program: ERRAT2

File: /variwww/SAVES/Jobs/3298975//errat.pdb
Chain#:1

Overall quality factor**: 90.885

| il Ll allli f o
20 40 100 120 40 160 180 200 220 260 280 300
Residue # (window center)

*On the error axis, two lines are drawn to indicate the confidence with
which it is possible to reject regions that exceed that error value,

"*Expressed as the peleemage of the protein for which the calculated
enor value falls befow the 95% rejection limit. Good high resolution
structures generall e values around 95% or higher. For lower
resolutions {2.5 to 3A) the average overall quality factor is around 91%.

Verify 3D

Verify 3D Results plot

91.95% of the residues had an averaged 3D-1D score >= 0.2

Pass
At least 80% of the amino acids have scored >= 0.2 in the 3D/1D profile.



Evaluation of residues
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Validagbes para o modelo ET/NSL-NTPDase2

# | YASARA Scene C: o\l

File Edit  Analyze Miév; Eff;gts Options  Windo

ASSER e Lol O [
w  Help @& &

,,,,,,,,,

AN H> [MemQ7 [Sue | |

7106 Atame

ERRAT

Program: ERRAT2

X-ray File: /var/www/SAVES/Jobs/9878578//errat.pdb
mmm NMR Chain#:1

Overall quality factor**: 92.500

Z-score
Error value*
w0
2

95%

' Wﬂl H’WLIE(L)MM IT’%@ ['rFM':LO
Residue # (window center)

*On the error axis, two lines are drawn to indicate the confidence with
which it is possible to refect regions that exceed that error value.
=20

"*Expressed as the percenlage of the protein for which the calculated
0 200 400 €00 800 100 error value falls below the 95% rejection limit. Good high resolution
2 structures generally e values around 95% or higher. For lower
Number of residues resolutions (2.5 to 3A) the average overall quality factor is around 91%.
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ERRAT

Program: ERRAT2

File: /var/www/SAVES/Jobs/9878578//errat.pdb
Chain#:1

Overall quality factor**; 92.500

o
o
B

Error value*
2
&

I ‘I ||I |H|I| el |||I il |\||‘ i
20 40 60 80 100 120 1 16

..
| ‘ i ||
60 280 300

' 1
il I i
I8 it
[0 Wil |
L
40 0 180 200 220 240 2
Residue # (window center)

*On the error axis, two lines are drawn to indicate the confidence with
which it is possible to reject regions that excead that emor value.

"*Expressed as the percentage of the protein for which the calculated
error value falls below the 85% rejection limit. Good high resclution
structures genara!yxmduca values around 95°% or higher, For lower
resolutions (2.5 to 3A) the average overall quality facter is around 91%.

Verify 3D

Verify 3D Results plot

94.29% of the residues had an averaged 3D-1D score >= 0.2

Pass
At least 80% of the amino acids have scored >= 0.2 in the 3D/1D profile.



72

(%ot
(525
(%2°¢6

)
)
)

v
ez
&5

i

€3

wotI8u JITTING UY SANPYSIS JO SIQUNN
+ (padadxe x0°2~ ) <oyda) pINOTTV UT SENPIIaS 3O Jaquny
(paanadxs xp 96~) w0732 pasnoay u

uoy8a. sP373IN0 Ut (@S°QET- ‘@9°25T )
uotdss JaT13n0 vt (g 3Tt “10°sy )
uoy8ay JaT[n0 T (19784 927971 )
uoydas say1an0 UF (9L°SLT ‘g¥'s9 )
uotdas pamerry uy (99°r  ‘pEvE9- )
uotdas parnolly vt (157891- ‘15728~ )
uoydol parotiy Ut (29°5€T-°Ir 09 )
uoySos panory vy (Z0°63 ‘OU'#se )
uoz8ou panortv vy (si'sr ‘2676L- )
uogdas pamorly Uy (€5 08~ ‘TS 16- )
uoydas panotry vy (»1°52T ‘Te°€ll-)
uo38as paroriv wi (25°LT- ‘§57091-)
uayBal pamorry Uy (€97wL- ‘vi709- )
uoyBas pamorry vt (€976 ‘ST°Z§ )
uotdaJ pavorTv uf (55'9p- ‘Ta'pe )
uo3da4 peeoTTY uF (8 Tp- ‘Z87e€T-)
uoz8a. pamoiry ut (32718- ‘ge'ec- )
uorday pavorTy ut (§9°99 “‘SvUsi- )
uotdaJ pasorTy Ut (@£°Sh- T+ 951~
woyda. pamoriv uy {66°Sy ‘w8 TZI-)
uoydeu parety Ut (v2-29t-‘58°T1T-)
uo38as panorry Ut (SC-E0T- ‘99 T11-)
uotBau parorty vl (2670 “$6°LET-)
woydas pamoTry U (26°61 ‘T 6Lr )

sanpjsal Jo uopen|eAy

TUA:
¥l
A1D%
mo:
4asv:
¥35°
¥35°
O¥dt
oyv!
Yiv:
A0}
YNL:
aMat
N
Calt
SAT?
a5v:
NoY:
Lart
n3i:
ML
ouy:
¥is:
(3l

[ SanpIsad

208 V.
P ¥
BET ¥
Br ¥
oSt ¥
PSE Y
TV
8T ¥
"y
gy
"wiy
T ¥
o8t ¥,
8Ll ¥
9T ¥
L)
sy v
SPT ¥
0T ¥
86
6
(14
St
9

T e ]

o Jaquny
F0p3Eay
anpresy
anprsay
InpTSIY

anp3say
InprEsy
InprEdy
anpysay
anpysay
anpysay
a0ppioy

Inpysy
anppiay
anppsay
anpysay
nprsey
anprsay
anpyeay A
anprsay
anpysIU
npysay
anpray
anprsoy

anpysoy




