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RESUMO

ABREU, Emilio Santana de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2019. Leishmania infantum chagasi: Leishmania infantum chagasi: estudo
da atividade enzimatica de uma Nucleotideo Trifosfato Difosfohidrolase-2
(NTPDase-2) e clonagem de uma possivel Serine/Arginine Protein Kinase
(SRPK). Orientador: Raphael de Souza Vasconcellos. Coorientadores: Gustavo
Costa Bressan e Juliana Lopes Rangel Fietto.

A leishmaniose € uma doenga causada por protozoarios do género leishmania
sendo transmitidas por flebotomineos. A doenca pode se manifestar com lesdes
na pele e mucosas do individuo infectado ou pode atingir 6rgaos internos
(leishmaniose visceral). A Leishmania infantum chagasi € um dos protozoarios
causadores de leishmaniose visceral com importante manifestagcdo no Brasil.
Neste contexto, o estudo de enzimas quinases como alvos de acédo de
medicamentos proporciona meios racionais para a pesquisa de novas drogas.
Neste trabalho foram estudadas duas enzimas, uma apirase, NTPDase-2 e uma
quinase SRPK de L. infantum chagasi. O objetivo deste estudo é padronizar a
renaturagao da LicNTPDase-2 e avaliar a atividade da enzima frente a diferentes
nucleotideos (ADP, UDP, GDP e ATP), verificar melhor atividade frente a
diferentes pHs, temperaturas de 25°C e 37°C e verificar variacbes de sua
estabilidade utilizando thermal shift. Também foi realizada a clonagem da SRPK
de Leihsmania infantum chagasi para a realizagao de estudos bioquimicos e
bioldgicos. Assim, neste estudo foi possivel identificar que os tampdes de 3, 4, 5
e 6 apresentaram melhora atividade enzimatica, comparado com os tampdes 1,
2 e 7,apos 24 horas de renaturagao de 2 °C a 8 °C. Dentre os tampdes o tampao
4 apresentou o maior shift. Nao ocorreu diferenca significativa nos testes
realizados a 25°C e a 37°C, assim como no teste para avalicao de pH. Para as
analises de nucleotideos o UDP, GDP e ADP apresentaram melhora na atividade
quando comparados com o ATP. Foi possivel realizar a clonagem de LicSRPK
predita nas analises de bioinformatica em Leishmania infantum chagasi, sendo

importante agora a realizagao de sequenciamento e ampliagao de seus estudos.



ABSTRACT

ABREU, Emilio Santana de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2019. Leishmania infantum chagasi: study of enzymatic activity of a
Nucleotide Trifosphate Difosfohrolase-2 (NTPDase-2) and cloning of a
possible Serine/Arginine Protein Kinase (SRPK). Adviser: Raphael de Souza
Vasconcellos. Co-advisers: Gustavo Costa Bressan and Juliana Lopes Rangel
Fietto.

Leishmaniasis is a disease caused by protozoa of the genus Leishmania wich
are transmitted by sandflies. The disease can manifest with lesions on the skin
and mucous membranes of the infected individual or can reach internal organs
(visceral leishmaniasis). Leishmania infantum chagasi causes the visceral form
of leishmaniasis with important manifestation in Brazil. In this context, the study
of kinase enzymes as chemotherapic targets provides rational means for the
research of new drugs. In this work two enzymes from L. infantum chagasi were
studied: the NTPDase-2, an apyrase, and a SRPK kinase. The objective of this
study is to standardize the renaturation of LicNTPDase-2 and to evaluate the
activity of this enzyme against different nucleotides (ADP, UDP, GDP and ATP)
in order to verify optimal activity against different pHs, temperatures of 25°C and
37°C and to evaluate variations on folding stability using thermal shift assay. The
SRPK of Leihsmania infantum chagasi was also cloned to perform biochemical
and biological studies. Thus, in this study it was possible to observe that buffers
3, 4, 5 and 6 allowed improved enzymatic activity, compared to buffers 1, 2 and
7, after 24 hours of renaturation of 2 ° C to 8 ° C. Among all tested buffers, the
buffer 4 presented the largest folding shift. There was no significant difference in
the tests performed at 25°C and at 37°C, as well as in pH variations. Regarding
the nucleotide analyzes, UDP, GDP and ADP showed an improvement in the
activity when compared to the ATP. It was possible to perform the cloning of
predicted LicSRPK by bioinformatics analysis in Leishmania infantum chagasi,

and itis now important to carry out the sequencing and amplification of its studies.



1. Introdugao Geral

Wright, 1903, fez descricdes de lesdes ulcerativas identificando uma
forma protozoaria nestas lesdes, descrevendo como sendo uma doencga
endémica de regides tropicais e subtropicais. Atualmente sabe-se que esta

doenca é caracterizada como a leishmaniose.

A leishmaniose € uma doenga causada por protozoarios do género
leishmania, sendo representado por mais de vinte espécies de protozoarios,
sendo transmitidos por insetos flebotomineos. Dentre as espécies causadoras
desta doencga pode-se citar o complexo L. donovani com 2 espécies (L. donovani,
L. infantum [também conhecido como L. chagasi no Novo Mundo]); o complexo
L. mexicana com 3 espécies principais (L. mexicana, L. amazonensis e L.
venezuelensis); L. tropica; L. major, L. aethiopica; e o subgénero Viannia com 4
espécies principais (L. [V.] braziliensis, L. [V.] guyanensis, L. [V.] panamensis e
L. [V.] peruviana) (DESJEUX, 2004; WHO, 2018; CDC, 2018).

As duas formas clinicas mais comuns séo as cutaneas com aparecimento
de ulceragdes no local da picada do flebotomineo transmissor e a leishmaniose
visceral que ataca érgaos internos como figado, baco e medula no homem.
Nestes pacientes, o0s principais sintomas sdo perda de peso,
hepatoesplenomegalia, anemia, leucopenia e trombocitopenia, sendo a
leishmaniose visceral uma forma grave da doenga podendo levar o individuo a
morte se nao for tratada. A leishmaniose pode ser encontrada em
aproximadamente 90 paises em todo o mundo sendo mais comum em areas
subdesenvolvidas (CDC, 2018).

Segundo a Organizagao Mundial de Saude cerca de 94% das notificagbes
de novos casos de leishmania sdo provenientes do Brasil, Etiépia, india, Quénia,
Somalia, Sudao do Sul e Sudao. Ainda segundo esta entidade, a leishmaniose
representa um problema de saude publica no Brasil onde ocorre cerca de 96%
dos casos de leishmaniose visceral das Américas (WHO, 2018).

No velho mundo as leishmanioses sao transmitidas pela fémea do inseto

flebotomineo do género Phlebotomus e pelo inseto do género Lutzomia no novo



mundo. O mosquito por sua vez transmite o protozoario através da picada em
seus hospedeiros que podem ser homens, animais selvagens e animais
domésticos (DESJEUX, 1996).

Dois estagios de vida podem definir o ciclo do protozoario Leishmania
sendo conhecidas as formas promastigota e amastigota. A forma promastigota
€ caracterizada por uma célula flagelada se divide em prociclica e metaciclica,
enquanto que a forma amastigota ndo possui flagelo em sua estrutura, sendo
sua forma intracelular (BATES, 2007). A infec¢do ocorre devido a inoculagéo de
formas promastigotas, apds a picada do inseto na pele do individuo. Neste local
as promastigotas vao se deparar com linfécitos e macrofagos, e apds serem
fagocitadas transformam-se em amastigotas. Assim, as formas amastigotas vao
se multiplicar e invadir outras células. O ciclo tem continuidade quando o
flebotomineo pica um hospedeiro infectado e adquire macrofagos infectados
com formas amastigotas, onde estas vao ser liberadas e se transformar em
promastigotas prociclica e apds multiplicacdo vao se transformar em
promastigotas metaciclica, que por sua vez podem infectar novos hospedeiros
através da picada do inseto, como pode ser observado na figura 1.1 (NEVES,
2002 e CDC 2018).

Estagio no Flebotomineo Estagio no Homem

Flebotomineo no repasto Promastigotas

sanguinea (infeta formas 9550 fagocitadas
promastigoa na pele)

por macréfagos e

© Dwisao nomtesny’-" _/ outros tipos

e migracio /J‘\ de células
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—
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./

[ e&am
-
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Figura 1.1: Ciclo de Leishmania: 1- Picada do flebotomineo inoculando formas promastigotas metaciclico
de Leishmania no homem. 2- Macroéfagos fagocitam promastigotas. 3- Transformag&o de promastigotas em
amastigotas. 4- Amastigotas intracelulares multiplicam-se e infectam outras células. 5 — Flebotomineo
ingerem macrofagos infectados com amastigotas. 6 — Ingestdo de células parasitadas. 7-Amastigotas
transformam-se em promastigotas no intestino do inseto. 8- Multiplicacdo das amastigotas intracelulares.

Disponivel em www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html acesso em 20/12/2018 .



http://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html%20acesso%20em%2020/12/2018

Fatores como superpopulacdo e busca por areas de cultivo em regides
endémicas, militares em trabalhos em areas atingidas, trabalhadores em
construgbes de rodovias em regides afetadas, rapido crescimento urbano
atingindo areas rurais e baixas condigbes socioeconémicas em suburbios de
alguns paises, ajudaram e ainda promovem o aumento da disseminagao da
doenca. Outro problema esta relacionado com uma co-infecg¢ao por HIV, no qual
o individuo se torna mais susceptivel a infecgao pela leishmania (DESJEUX,
1996).

Nao ha vacina contra a leishmaniose, sendo importante a busca por
diagndstico precoce e tratamento de pessoas e animais infectados, uma vez que
a leishmaniose visceral quando nao tratada pode levar a morte do individuo
(FREZARD, 2009). No passado, raspagens de feridas, insergao de acido latico,
aplicacao de sulfato de cobre, acido de bateria, extrato de plantas e outras
formas ja foram aplicadas com o objetivo de tratar a leishmaniose (BERMAN,
1988). Compostos de Antimonio, Anfotericina B lipossomal, Pentamidina,
Paromomicina e Miltefosina sdo drogas utilizadas no tratamento (HENDRICKX,
BEYERS, et. al., 2016; CASTES, et. al., 1983). A ferida da leishmaniose cutanea
pode desaparecer ap0s meses ou anos, mas podera deixar cicatrizes no local,
sendo importante o seu tratamento. A interrup¢ao do tratamento ou tratamento

inadequado, leva a quadros de resisténcia (CDC, 2018).

A leishmania infantum chagasi é a espécie causadora de leishmaniose
visceral no Brasil. O c&o é o principal reservatoério, mas ja foram identificados os
parasitas em outros animais como raposas e cachorro-vinagre (SOUZA et. al.,
2010). A transmissao inicia quando ocorre a picada de um vetor infectado por
Leishmania (L.) chagasi no homem ou animal. Nao ha transmisséao direta entre
um homem infectado para o outro. Criangas e idosos estdo mais sujeitos a
infeccdo, que pode atingir em qualquer idade, sendo que em muitos casos nao
ocorre o desenvolvimento de sinais e sintomas da doenca. A infeccéo
proporciona uma supressao da imunidade mediada por células levando ao
avango patolégico e aumento da multiplicacdo dos parasitas. Em pacientes
sintomaticos € comum o aparecimento de aumento de figado, bago e
aparecimento de febre (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).



Assim, o entendimento de mecanismos e associacdo de vias de
replicagcao do parasita sao importantes para a busca inibidores e caracterizagao
de alvos para tentar reduzir os impactos causados pela leishmaniose. Um dos
alvos importantes na célula do protozoario sdo as proteinas, que possuem
muitas funcdes, destacando sua importante atividade enzimatica. Duas enzimas
tém se tornado alvo de estudo em leishmaniose, sendo conhecidas como
NTPDases (Nucleosideo Trifosfato Difosfohidrolases) e SRPKs (serine/arginine

protein kinase).

As NTPDases sao enzimas ectonucleotidases dependes de cations
divalentes com fungdes de hidrélises de nucleotideos, sendo classificadas em
oitos enzimas com diferentes localizagdes celulares em mamiferos
(ZIMMERMANN, 2001). Estudos ja caracterizaram a presenca de NTPDase-2
em Leishmania infantum chagasi relacionando sua atividade como importante
fator para o desenvolvimento da infeccdo (VASCONCELLOS et. al., 2014).
Estudos em camundongos apresentaram relagcdo da atividade de
ectonucleotidases com viruléncia na infegdo por Leihsmania amazonensis,
relatando suas atividades com fatores de viruléncia do parasito (DE SOUZA, et.
al, 2010).

Nucleotideos sao moléculas importantes no contexto de sinalizagao
purinérgica, assim, ha receptores purinérgicos que sao ativados por moléculas
como ATP, UTP, UDP e adenosina (figura 1.2) desencadeando uma cascata de
eventos celulares (ROBSON, 2006).

Algumas células ndo possuem vias de produgdo de purinas sendo
necessario, para sua replicacdo, a obtencao através de vias do hospedeiro,
contribuindo para o processo de infeccdo por parasitas como nos
trypanossomatideos (HAMMOND e GUTTERIDGE, 1984). As NTPDases sao
enzimas que realizam hidrélise de nucleotideos, colaborando para sinalizacao
purinérgica em células que ndo possuem vias de sintese de purinas e pode estar
relacionada com o processo de infeccdo de L. infantum chagasi, onde foi
caracterizada (VASCONCELLOQOS et. al, 2014).

As SRPKs fazem parte de outro grupo enzimatico com importantes
funcdes celulares. Dentre elas, a fosforilagdes de compostos quimicos podendo

ser envolvidas em diversas doengas humanas (JANG et. al., 2009). Ja foram



encontradas em alguns parasitas como Plasmodium falciparum e Trypanossoma
cruzi (PORTAL, LOBO, et. al., 2003; DIXIT et. al., 2010). Para leishmania, ha
uma possibilidade de apresentar uma SRPK devido sua predicdo em analises de
bioinformatica. Assim o estudo de SRPK, podera revelar dados que podem
favorecer o entendimento do processo de infecgdo pela Leishmania infantum
chagasi, assim como a padronizacdo de melhores condi¢gdes de estabilidade de
LicNTPDase-2, sendo, portanto, o objetivo do estudo a busca de melhores
condigbes de renaturacdo de NTPDase-2 e realizagdo da clonagem de SRPK

deste parasita.
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CAPITULO 1

Estudo da atividade enzimatica de LicNTPDase-2 em diferentes tampoes

de renaturagao




1.1Introdugao

As NTPDases, Nucleosideo Trifosfato Difosfohidrolases, s&o uma familia
de oito enzimas em mamiferos com diferencas entre si, mediante localizacio e
propriedades. As NTPDases 1,2,3 e 8 de mamiferos necessitam de Ca*? ou Mg*?
para obterem sua atividade e possuem a funcao de hidrolisar ATP e UTP
(ZIMMERMANN, 2001).

As NTPDases sao classificadas como ectonucleotidases que possuem
cinco regides conservadas de apirases, realizando quebras de nucleotideos e
nucleosideos formando moléculas menores de monofosfatos. Nos mamiferos
elas podem ser encontradas nas membranas celulares (NTPDases 1, 2,3 e 8) e
também podem ser encontradas no interior das células (4, 5, 6 e 7), sendo que
as NTPDases 5 e 6 sao secretadas enquanto que 4 e 7 ndo sdao (ROBSON,
2006; ZIMMERMANN, 2001).

Atividades de ATPases ja foram identificadas em pancreas de porco e
aorta de bovinos (KACZMAREK, 1996) e sistema renal (KISHORE, 2005). Foram
demonstradas atividades antitrombogénicas em vasos sanguineos (ROBSON,
1997) e cérebro (KEGEL, 1997). Em parasitas, foram identificadas em
Toxoplasma gondii (ASAY, 1983), Neosporum caninum (ASAY, 1998),
Trypanossoma cruzi e Leismania infantum (FIETTO, 2004 e MARIOTINI -
MOURA, 2013).

Estudos caracterizaram a NTPDase-2 de Leishmania infantum chagasi,
demonstrando sua capacidade de hidrolisar nucleotideos difosfatados e
trifosfatados. Foi confirmada também a presenca desta enzima na superficie de
promastigotas e localizada intracelularmente no cinetoplastideo, mitocondrias e
nucleo destas células. Outra caracteristica encontrada desta enzima esta
relacionada a sua capacidade de utilizar calcio e magnésio como cofatores,
sendo demonstrando ainda a sua importancia em adeséo e infeccao em células
de hospedeiro (VASCONCELLOS et. al., 2014).

A atividade de NTPDases estéo relacionadas com o desenvolvimento de
lesdo de leishmania, principalmente em Leishmania amazonensis, onde ocorre
maior hidrolise de ATP, ADP e AMP, levando a hipétese da importancia das
NTPDases no curso da doenga (MARQUES-DA-SILVA, et. al., 2008).
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As NTPDases sédo alvos promissores para atuagdo de drogas contra
leishmania e, embora, estudos com a NTPDase-1 em Leishmania Major nao
apresentou bons resultados, ainda assim, é importante a busca de novas
pesquisas com NTPDases de outras espécies de leishmania (SANSON, et. al.,
2014; PIMENTEL et. al., 2016).

O estudo de NTPDase-2 proporcionou resultados que relacionaram uma
importante via de diagnostico de leishmania canina através da detecgédo de
antigenos em tecidos de caes infectados, demonstrando que o estudo desta
enzima também podera levar a formulagdo de diagndstico de leishmaniose
visceral (VASCONCELLOS et. al. 2014).

As NTPDases realizam hidrolise de nucleotideos e por isso sdo enzimas
importantes na sinalizagdo purinérgica, formando moléculas que vao ativar
receptores, como por exemplo na modulagédo de moléculas de ATP, que além da
funcao energética, também possui uma funcédo de ativar receptores e possui
atividade em sinalizagdes extracelulares (BURNSTOCK, 2014). Atualmente,
sabe-se que as moléculas de ATP e ADP possuem significado em muitos
processos celulares incluindo a capacidade de atuar como neurotransmissores.
Assim, surgiram os receptores classificados como purinérgicos sendo subdividos
em subclasses de receptores de adenosina (P1) e receptores de ATP (P2)
(BURNSTOCK, 1978; FREDHOLM et. al., 2000).

Os receptores P2 sao subdivididos em P2X e P2Y, sendo P2X
caracterizados como ionotropicos e ativados por ATP e os receptores P2Y séo
subdivididos em 8 subtipos e classificados como metabotrépicos, figura 1.2
(BURNSTOCK e KENNEDY, 1985). Com relacao a localizagdo de receptores
purinérgicos sabe-se que estao presentes em tecidos excitaveis e na maioria das
células nao neuronais no corpo humano (BURNSTOCK, 2014).

O ATP é uma molécula importante na resposta inflamatdria, assim como
sua regulacédo por E-NTPDase, que através de hidrélise de ATP extracelular
regula vias de ativagdo de processos inflamatérios e ativagdo de células de
defesa do hospedeiro (LANGSTON, et. al, 2003).

As NTPDases estdo presentes nas espécies de Leishmania infantum
chagasi (BASTOS et.al, 2017), Leishamnia amazonenses e L. brasiliensis
(MAIOLI, et. al, 2004). A L. amazonensis possui importante atividade na hidrolise

de ATP no qual esta relacionado com sua viruléncia (BERREDO-PINHO et al.
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2001) e a L. brasiliensis também €& capaz de realizar hidrolise de ATP e AMP
extracelular sugerindo a importancia da atividade NTPDasica no controle da

infeccao pelo parasita (MAIOLLI, et. al, 2004).

E-NTPDases 5’-Nucleotidase
ATP r - ADP _:' - i
UTP UDP AMP Adenosine
d d |
P2 Receptor P2 Receptor P1 Receptor
P2X: ATP P2Y: ADP, UDP Adenosine

P2Y: ATP, UTP

Figura 1.2: Sinalizagdo purinérgica. Hidrélise de nucleotideos ATP gerando ADP e hidrélise de UTP
gerando UDP. Hidrélise de ADP e UDP gerando AMP. Estas reagdes sao catalisadas por enzimas da familia
das NTPDases. As enzimas 5’- Nuceotidases sdo responsaveis pela hidrélise de AMP em Adenosina.
Receptores P2X sao ativados por ATP, enquanto que receptores P2Y podem ser ativados por ATP, UTP,
ADP e UDP e os receptores P1 s&o ativados por Adenosina. Modificado de: Robson, 2006; Purinergic
Signalling (2006) 2:409-430.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho é verificar a estabilidade da enzima
LicNTPDase-2 mediante diferentes composicdes de tampdes de renaturacao.
Tais situagdes podem garantir uma melhor atividade da enzima mediante
diferentes variagbes de concentracbes e compostos quimicos, auxiliando para

melhoria de estudos para esta enzima.

1.2.2 Objetivos especificos

e Verificar a atividade enzimatica de LicNTPDase-2 mediante hidrolise dos
nucleotideos ADP, UDP, GDP e ATP;
e Avaliar estabilidade da enzima em tamp&o de renaturagao utilizando

testes de atividade enzimatica;

12



e Verificar a melhor atividade enzimatica em diferentes pH,;
e Estudar a atividade enzimatica frente temperaturas de 25°C e 37°C;
o Verificar condigdes de estabilidade da enzima utilizando a tecnologia de

Thermal-shift, analisando sua variagdo de Tm em cada tampéao testado.

1.3 Material e Métodos
1.3.1 Inducao de expressao de LicNTPDase - 2

As amostras de Escherichia coli BL21 com gene da LicNTPDase-2 foram
processadas para realizacdo de inducdo. Uma aliquota de 20 L, foi retirada e
colocada em 20 mL de meio SOC (2 % de bacto-triptona; 0,5% de extrato de
levedura 0,05% de NaCl, 10 mM de MgClz; 2,5 mM de KCI e 20 mM de glicose;
pH 7), (SAMBROOK, 2001) com mais 20uL de Ampicilina, num tubo falcon de
50 mL. Este material foi incubado por 16 horas a 180 RPM a 37° C. Foi realizado
um outro tubo com 20 mL contendo apenas meio SOC, como controle negativo
e deixado nas mesmas condigdes. Apos o periodo e analise do controle negativo
e turvacao no tubo com a amostra, este foi adicionado em em 980 mL de meio
SOC e incubado a 37°C sob agitacéo de 180 RPM. A densidade optica (DO) foi
medida em placa de 96 pocgos e ao atingir 0,600 de absorbancia foi adicionado
0,25mM de IPTG e prosseguiu por um periodo de 1 hora a 37° e 180 RPM para
processo de indugdo. Apds este periodo procedeu a centrifugagao a 5600 G por
10 minutos, descartando o sobrenadante e armazenando o precipitado a -80°C.
Os precipitados foram separados em dez pellets contendo cada um cerca de 100

mL de material.

1.3.2 Pré - purificagao

Para cada pellet obtido na indugado foi realizado suspensao e lise do
material centrifugado. Para isso foi utilizado o tampéao de lise que contém 50 mM
Tris; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol e adicionou-se 4 mL deste tamp&o em cada
pellet, adicionando os inibidores de proteases (5uL de Pepstatina A, 100 uL de
Leupeptina, 100uL de Aprotinina; 100 pL de lisozima 50 mg/mL por pellet). Apos

adicdo do tampao de lise e inibidores de protease realizou-se uma
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homogeneizagdo e foram colocados durante 30 minutos no gelo. Apos este
periodo realizou uma sonicagao por 6 vezes, com amplitude de 20 por 1 minuto
(10 segundos ON e 10 segundos OFF). Apds este periodo realizou-se uma
centrifugacéo a 2800 G por 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi armazenado e
identificado como 1° sobrenadante para realizacdo de testes posteriores. O

precipitado contém os corpos de inclusdo onde procedeu para purificagéo.

1.3.3 Purificacao dos corpos de inclusao

Os corpos de inclusado obtidos foram suspensos em 1 mL de tampao de
lavagem. Este tampao € composto por 50 mM Tris em pH 8,0; 500mM NaCl;
10mM B-mercaptoetanol, e 2M de Ureia. Apos a suspensao e homogeneizagao
o volume foi completado para 20 mL com tampao de lavagem e realizou a
segunda sonicagao 6 vezes, com amplitude de 20 por 1 minuto (10 segundos
ON e 10 segundos OFF). Realizou-se a centrifugacdo a 2800 G por 10 min a 4
°C, onde foi coletado o sobrenadante e denominado de 2% sobrenadante. Os
passos para purificagao dos corpos de inclusdo foram repetidos onde encontrou-
se 0 32 sobrenadante. Desta forma espera-se que os corpos de inclusao estejam

mais puros no precipitado.

Apods o procedimento com o tampao de lavagem o precipitado obtido foi
suspenso em 25 mL de tampao de solubilizagdo. Este tampao € composto por
50 mM Tris pH 8,0; 500mM NaCl, 8 M de Ureia e 10mM de B-mercaptoetanol.
Este pellet foi homogeneizado e incubado por 10 minutos a 55 °C. Em seguida
procedeu para processo de sonicagao por 6 vezes, com amplitude de 20 por 1
minuto (10 segundos ON e 10 segundos OFF). Realizou-se uma centrifugacao
por 20 min a 4 °C, 2800 G onde o sobrenadante foi transferido para outro falcon.
Neste sobrenadantes os corpos de inclusdo estdao presentes pois foram
dissolvidos neste tampao de solubilizacdo. Em seguida filtrou-se em filtro de
0.42 pym.

1.3.4 Purificagdo de NTPDase-2 Por Cromatografia de Afinidade resina HIS-
Select Nickel Affinity Gel.

Retirou-se 1 mL de coluna e adicionou em tubo de fundo cdnico onde foi
adicionado 10 mL de tampao de Solubilizagdo (50 mM Tris pH 8,0; 500mM NaCl;
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8M de Ureia, 10 mM B-mercaptoetanol). Este tamp&o € o mesmo em que os
corpos de inclusao estao solubilizados, assim realizou-se uma ambientalizagao
da coluna. Em seguida procedeu por uma centrifugag¢ao por 5 minutos a 5000 G,
a 4° C e o sobrenadante foi descartado. Os corpos de inclusao purificados foram
adicionados sobre a coluna onde foram deixados no gelo, sob agitagdo, 180
RPM, por 60 minutos, e apds este periodo, procedeu por centrifugagdo por 5
minutos a 5000 G e o sobrenadante (que ndao contém a proteina, volume nao
ligado) foi retirado uma aliquota para eletroforese (figura 1.3, canaleta 2) e o
restante foi descartado. Neste momento a proteina foi deslocada do tampéo de
solubilizacdo e foi associada a coluna. A proteina contém uma parte de sua
estrutura composta por aminoacidos de histidina, no qual possui afinidade pela

coluna utilizada.

Para desligar a proteina da coluna foi adicionado 2 mL de tampao de
eluicdo contendo 50mM de Tris, 100mM de NaCl, 8M de Ureia e 250 mM de
Imidazol, sobre o precipitado. Procedeu a uma centrifugagdo por 5 minutos a
5000 G, a 4 °C, e o sobrenadante foi coletado num microtubo. Neste momento a
proteina estara presente neste sobrenadante, pois o imidazol presente no
tampao, realizara um deslocamento da proteina da coluna. Este procedimento
foi repetido por mais quatro vezes, com o objetivo de extrair toda a proteina
contida na coluna. Por fim a coluna foi lavada com 2mL de solugao contendo 2M
de imidazol, foi centrifugada e descartou-se o sobrenadante. A coluna foi

armazenada em tampéao contendo 20% de etanol entre 2 a 8°C.

1.3.5 Quantificagao e verificagdao da pureza da proteina purificada

Para quantificagdo da proteina foi retirada uma aliquota 10 pL para
realizagao do teste de Bradford (BRADFORD, 1976). Para este teste foi realizada
uma curva padrdo com BSA (albumina de soro bovino) na concentragdo de
1,4mg/mL. Inicialmente utilizou-se 200 uL de BSA e colocou-se no primeiro pogo
e colocou-se 100 uL de agua nos sete pogos seguintes. Seguiu-se para uma
realizacdo de uma diluicao seriada, no qual retirou-se 100 uL de BSA contido no
primeiro pogo e transferiu para o segundo poc¢o onde continha 100 uL de agua,
homogeneizou-se e transferiu deste pogo 100 uL para o terceiro. Esta etapa foi
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realizada até o penultimo poc¢o onde descartou-se 100 uL, deixando o ultimo
pogco com 100 uL de agua. Em seguida retirou-se 30 pL de cada pogo e
transferiu-se para outro pogo, seguindo com todos os outros pogos da diluicdo
realizada, assim repetiu-se este procedimento por mais duas vezes para
verificagdo dos valores da curva em triplicata.

Para realizagdo de analise do branco utilizou-se 10 yL do tampao de
eluicdo (50mM de Tris, 100mM de NaCl, 8M de Ureia e 250 mM de Imidazol) e
30 pL de agua. Realizando também sua leitura em triplicata. Para a analise da
proteina obtida foram aplicados 10 yL da amostra purificada com 30 pL de agua.
O teste também foi realizado em triplicata. E por fim foi adicionado 150 uL de
reagente de Bradford em todos os pogos em analise, homogeneizou-se por cerca
de 60 segundos e aguardou por 5 minutos para realizar a leitura em 595nm. Apos
a obtencdo dos valores de absorbancia realizou-se os testes mediante a
equacao da reta através de uso de programa de Microsoft Office Excel.

Para analise da pureza e tamanho da proteina purificada procedeu ao
teste de eletroforese de proteinas utilizando o gel de acrilamida 10% em cuba de
eletroforese, com corrida inicial por 20 minutos a 70 V e posteriormente até o
final por 120V. Apés finalizagcado do teste, colocou-se o gel por 20 minutos sob
agitagdo em solugao corante (0,1% p/v de azul de comassie, 9% v/v de acido
acético e 45% v/v de etanol) e em seguida procedeu por processo de
descoloragdo em solugdo descorante (75% v/v de acido acético e 25% v/v de

etanol).

1.3.6 Renaturagao da LicNTPDase2

Como a proteina estava presente em corpos de inclusao foi necessario a
realizacdo de sua renaturacdo para realizacdo dos testes de atividades
enzimatica. Assim foram preparados sete tampdes como descrito a seguir na
tabela 1.1. Em cada um deles foi colocado 100uL da proteina purificada em
900uL de cada um dos tampbes de renaturacdo. Cada tampao contendo a
proteina purificada foi armazenado de 2 a 8° C por um periodo de 24 horas e
seguido de uma atividade durante 10 dias consecutivos para verificagdo da

estabilidade da enzima frente aos diferentes tampdes.
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Tabela 1.1 : Concentragao dos tampdes de Renaturagao. Concentragbes dos tampdes de renaturagéo

utilizados com a enzima LicNTPDase-2.

1 2 3 4 5 6 7
Tris 100mM 100mM 100mM 100mM 100mM 100mM 100mM
NaCl 600mM 600mM 600mM 600mM 600mM 600mM 600mM
GSSG - TmM TmM TmM TmM TmM -
GSH - - 2mM 2mM 2mM 2mM -
KCI - - - 10mM 10mM 10mM -
MgCl2 - - - - 2mM  2mM -
CaCl: 2mM -

Glicerol  33% 33% 33% 33% 33% 33% -

Posteriormente foi realizado o mesmo processo de renaturagédo, porém
ocorrendo somente para os tampdes 4 e 7, no qual o objetivo era avaliar a
atividade enzimatica apds 24 horas e sob temperaturas de 25°C e de 37° C das
atividades enzimaticas. O tamp&o 4 nao apresentou nos primeiros testes
alteragdes significativas comparado com os tampdes 5 e 6 e por ter menos
componentes foi escolhido para os demais testes, além de ter apresentado um
shift maior comparado com os demais tampdes e a escolha do tampéao 7, foi
devido a presenga de menos componentes (somente Tris e NaCl) comparado

com os demais.

O mesmo processo de renaturagdo para os tampdes 4 e 7 foram
realizados para verificagdo de atividade enzimatica sob os nucleotideos (ADP,
ATP, GDP e UDP), todos com verificagdo apos 24 horas. E posteriormente os
tampdes 4 e 7 foram novamente renaturados para verificacdo da atividade
enzimatica frente a diferentes pH (5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0). Para este teste
com pH os tampdes foram ajustados para cada pH do teste, sendo

acrescentados os reagentes Hepes e MES todos também com seu pH ajustado.

1.3.7 Reagao de atividade enzimatica

Inicialmente foi realizado uma curva de dosagem de fosfato (Pi). Foi
preparado uma curva no qual foi adicionado no primeiro pogo, 150uL de Tampao

de atividade 1X e 10uL de padrdo NasPOas na concentragcéo de 1,5mg/mL. O
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tampao de atividade € composto por Hepes 1M pH 8,0; Tris 1 M pH 8,0; MgCl2 2
M; NaCl 4M e KCI 2M. Nos demais pogos foram adicionados 80uL de Tampao
de atividade 1X. Em seguida retirou-se 80uL do primeiro pogo e adicionou sobre
os 80uL de tampao 1X contido no segundo pogo, homogeneizou e retirou-se
80uL deste segundo pocgo e transferiu para o terceiro pogo, procedendo da
mesma forma e realizando uma diluicdo seriada até o penultimo pogo, onde
descartou-se 80 uL e no ultimo pogo ficou apenas 80 pL de tampao de
atividade. Em seguida foi adicionado 80uL de HCI 0,2M em todos os pogos. Por
ultimo foi adicionado 40uL reagente colorimétrico em todos os pogos e foram
incubados a 37° C por 10 minutos. As leituras foram realizadas em 650 nm em
leitora de placa Biotek Sinergy HT. Os tampdes utilizados foram os contidos na

tabela 1.1, sendo realizado uma leitura para cada tampao estudado.

Para a realizagdo da reacao de atividade enzimatica adicionou-se 16uL
de tampao de atividade 5X no primeiro pogo e em seguida adicionou 8uL de
nucleotideo em teste a 25mM. Foi adicionado 0,5ug de proteina purificada e
renaturada. Posteriormente adicionou-se agua suficiente para completar o
volume para 80 pL. As amostras foram incubadas por 30 minutos a 37° C e a
reacao foi parada com 80 uL de HCI 0,2M. Adicionou-se cerca de 40 uL de
reagente colorimétrico e incubou-se por 10 minutos. As leituras foram realizadas
em 650 nm em leitora de placa Biotek Sinergy HT. Todos os testes foram

realizados em triplicatas foi utilizado o branco para cada tampao estudado.

1.3.8 Thermal Shift

Para andlise da estabilidade da proteina frente a alteragbes de
temperatura, utilizou-se a técnica de Thermal Shift em aparelho de Real Time
PCR System. Foi utilizado a sonda Sypro Orange com ensaio realizado em
triplicata com 1 uM de proteina. A curva de melting variando de 4°c a 99°C sendo
0,95 °C/min. Utilizou-se o tampao 7 como referéncia, pois este havia menor
variagdes de reagentes, obtendo o Tm da proteina no tampao 7 = 40°C. Os
demais tampdes foram comparados com o tampao 7 e foi analisado o shift
gerado em cada tampéo.
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Pipetou-se 19,5uL de cada um dos 7 tampdes de renaturagdo com a
proteina num pogo de uma placa para analise e em seguida pipetou-se 0,5uL da
sonda (Sypro). Homogeneizou e levou ao aparelho Real Time PCR System para
analise. Os testes foram realizados em ftriplicatas. Apdés a obtencdo dos
resultados, os dados foram analisados no software Protein Thermal Shift

software 1.3.

1.3.9 Analises estatisticas.

ApOs realizagao dos resultados dos testes de atividades enzimaticas em
triplicatas, foi realizado uma analise estatistica dos dados gerados. Foi utilizado
o programa GraphPad Prism 6 para geragédo dos resultados utilizando o teste
ANOVA, com p<0,05, além de geragéo dos graficos, médias e desvio padrao de

cada grupo testado.

1.4 Resultados e Discussao

1.4.1 Purificagao e Renaturacao de LicNTPDase-2

Apés a inducgao, pré-purificagcdo e purificacdo dos corpos de inclusao,
conforme descrito na metodologia, a enzima LicNTPDase-2 foi purificada através
de técnica manual com coluna de His - Select Nickel Affinity Gel. Foram
utilizados 8 pellets de 100 mL e o rendimento foi de 0,85 mg/800mL de proteina
total, numa purificagdo na coluna. A dosagem de proteina foi obtida através da
realizacao da técnica de Bradford. Apds este procedimento realizou-se uma
eletroforese em gel de acrilamida a 10% para verificagdo da purificacdo da
proteina obtida, como pode ser visualizado na figura 1.3. Assim pode-se
observar que apresentou apenas uma banda visivel nas canaletas destinadas a
amostra (canaleta 3, 4, 5 e 6), correspondendo a proteina LicNTPDase-2. Desta
forma purificagdo da proteina demonstrou um bom resultado, embora possa
existir outras proteinas nesta canaleta, porém em concentracdes minimas e néo

visiveis.

19



Figura 1.3: Gel de eletroforese de poliacrilamida 10%. Canaleta 1 BSA 1,4mg/mL, canaleta 2, Volume
ndo ligado, canaleta 3, 4, 5 e 6, LicNTPDase-2 e canaleta 7 primeiro sobrenadante na pré purificagéo,
seguido do segundo sobrenadante na canaleta 8 e terceiro sobrenadante na canaleta 9.

Na purificacdo da enzima LicNTPDase-2 ocorre a formagao de corpos de
inclusdo no qual a proteina esta agregada, e a concentracdo de ureia na
purificacdo é muito alta. Assim, é importante que ocorra o processo de
renaturacdo desta enzima para poder realizar testes com sua atividade.
Dependendo dos componentes de um tampao podemos ter um processo de
melhoria da atividade enzimatica ou podera reduzir sua estabilidade,
dependendo do componente quimico presente e das concentragbes. Desta
forma é importante saber qual o seu melhor tampé&o de renaturagdao e quanto
tempo sua atividade sera mantida nestes tampdes. Apos a purificagdo foi
realizado um teste de atividade enzimatica no qual utilizou-se 100 pL da proteina
purificada em 900 pL de tampado de renaturacdo (tabela 1.1, descrito na
metodologia). Assim foram testados 7 tampdes de renaturagdo nos quais a
proteina renaturada foi mantida de 2 a 8° C durante um periodo de 24 horas. A
concentragdo da proteina utilizada foi de 0,2mg/mL, no qual foi realizado uma
diluigdo de 10X em cada tampéao gerando uma concentragao final de 0,02mg/mL
em cada tampao testado.

1.4.2 Atividade enzimatica de LicNTDPase-2 em diferentes tampodes de

renaturagao.
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ApOs a renaturacéo, de LicNTPDase-2 nos sete tampdes, foi realizado os
testes em ftriplicatas da atividade ADPasica e suas médias obtidas foram

utilizadas para gerar o grafico contido na figura 1.4.

Atividade enzimatica de LicNTPDase-2 com 7 tampodes
de Renaturacao apoés 24 horas
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Figura 1.4 : Atividade ADPasica de LicNTPDase-2 com 7 tampodes de Renaturagido apos 24 horas.
Sete tampdes com composigdes diferentes foram testados para verificagdo da melhor atividade enzimatica
a 37°C de LicNTPDAse-2. Nao ha variagbes estatisticamente significativa entre os tampdes 3, 4, 5 e 6.
Ocorre varrigdes significativamente entre os tampdes 1, 2 e 7 quando comparado com os demais (3,4, 5e
6).

Pode-se notar que ndo houve variagcbes estatisticamente significativas
entre os tampdes 3, 4, 5 e 6 ndo podendo relatar neste grupo qual deles
apresentou melhor atividade enzimatica. Quando comparado este grupo
(tampdes 3, 4, 5 e 6) com os tampdes 1, 2 e 7 pode-se notar que houve variagdes
estatisticamente significativas entre eles e ndo houve variacbes entre os
tampdes 1, 2 e 7. O tampéao 4 apresentou 11,78 nmol Pi/h/mg enquanto que o
tampao 5 apresentou um pouco menos de atividade, com 11,64 nmol Pi/h/mg,
seguido pelo tampao 3 com 11,31 nmol Pi/h/mg e tampao 6 com 10,19nmol
Pi/h/mg. O tampéao 4 possui Tris 100mM; NaCl 600 mM; 1mM de Glutationa
oxidada (GSSG); 2 mM de Glutationa reduzida (GSH), 10mM de KCI e 33% de
glicerol. A glutationa € um composto derivado dos aminoacidos Cisteina, glicina
e Glutamato. A Glutationa na forma oxidada (GSSG), € o produto de duas
moléculas de glutationa unidas por uma ponte dissulfeto, produzida no curso de

suas atividades redox. A glutationa provavelmente ajuda a manter os grupos
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sulfidrilas das proteinas no estado reduzido melhorando sua estabilidade
(NELSON, 2014).

O tampao 7 apresentou baixa atividade enzimatica, sendo que este
apenas possui Tris 100 mM e NaCl 600 mM. Quando comparado com o tampao
7 pode-se notar que adi¢cao de apenas glicerol 33% no tampéao 1 ja promove um
aumento da média da atividade enzimatica, seguindo de 2,62 nmol Pi/h/mg no
tampéao sete para 4,96 nmol Pi/h/mg no tampao 1, que continha glicerol 33%
como componente adicional. O glicerol favorece o estado nativo de uma proteina
em solugdo aquosa e consequentemente melhora a atividade enzimatica in vitro
(GEKKO e TIMASHEF, 1981). A adicao de GSSG no tampé&o 2 também ja

promove uma melhoria da atividade enzimatica apresentando 6,67 nmol Pi/h/mg.

Como ja visto a adicdo de GSSG, GSH e Glicerol 33% promovem
aumento das médias de atividades ADPasicas apos 24 horas da LicNTPDase-2
nos tampdes de renaturacio testados, assim como a adicdo de 10mM KCI no
tampéo 4. Adicao de 2mM de MgCl2 no tampdo 5 ndo promoveu ganho da
atividade enzimatica. Estatisticamente ndo ocorreram alteragdes significativas
entre os tampoes 3,4,5 e 6, e como o tampao 4 apresentou um pequeno valor
de aumento de atividade, outros testes foram realizados com este tampao, uma
vez que ele ndo tem a presenga de MgCl2 promovendo uma redugao de custos
nos testes. A adicdo de 2 mM de CaCl2 ndo promove ganho de atividade
comparado com os tampdes 3, 4, e 5, ndo sendo assim, economicamente viavel

seu uso para testes posteriores.

A LicNTPDase-2 é uma enzima que atua na presenca de cation divalente,
podendo ser calcio ou magnésio (ZIMMERMANN, 2001) e através das analises
pode-se observar que tanto a presenga de MgCl2 quanto a presencga de CaCl2
ndao apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre os dois

tampdes que continham estes componentes.

Ap6s os primeiros testes, foi realizada uma nova renaturagdo dos
tampbes 4 e 7 para realizacdo de outros testes de atividade enzimatica. A
escolha destes tampdes foi baseada em menor quantidade de componentes
presentes nos tampdes, uma vez que entre os tampoes 3, 4, 5 e 6 ndo ocorreram

alteracdes significativas e o tampao 4 foi aquele que apresentou o maior shift
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testado. A escolha do tampéo 7 se deve ao fato de ter apenas Tris e NaCl. A
renaturagao ocorreu da mesma forma descrita para os testes iniciais com os sete
tampdes. Desta vez a atividade enzimatica foi realizada novamente apds 24
horas, sendo continuada até um periodo de 10 dias. Os testes foram realizados

em triplicatas, sendo que, em cada momento foi realizado uma nova renaturagéao.

Os valores da média das triplicatas foram utilizados para gerar os dados
contidos na figura 1.5. Estes resultados confirmam os dados de 24 horas
apresentados na figura 1.4 para os tampdes 4 e 7, onde o tampéao 4 apresenta
melhor atividade quando comparado com o tampéao 7, sendo notado uma queda
de atividade ao decorrer dos dias n&o estatisticamente consideravel até o 8 dia
(p> 0,05). Na atividade ADPasica para o tampéao sete, pode-se observar que
apresentou baixa atividade e sua analise em dias seriados ndo apresenta
alteragdes estatisticamente significatica (p>0,05). Durante o periodo destes
testes os tampdes foram mantidos a temperatura de 2 a 8 °C e as analises foram

realizados a cada 24 horas.

A B
Atividade enzimatica de LicNTPDase-2 Atividade enzimatica de LIicNTPDase-2
no tampao 4 durante 10 dias no tampéo 7 durante 10 dias
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Figura 1.5 : Comparagdo da atividade ADPasica de LicNTPDase-2 com os tampdes 4 e 7 a 37°C
durante 10 dias consecutivos. A) O tampédo 4 apresenta melhor atividade quando comparado com o
tampéao 7, sendo notado uma queda de atividade ao decorrer dos dias ndo estatisticamente consideravel
até o 8 dia (p> 0,05). B) Apresenta baixa atividade enzimatica do tamp&o 7 e sua analise em dias seriados
ndo apresenta alteracdes estatisticamente significativa (p>0,05).

1.4.3 Atividade enzimatica de LicNTPDase-2 em temperaturas de 25°C e
37°C

A leishmania geralmente encontra no percurso de seu ciclo infeccioso,

alteragcdes de ambiente que favorece o desenvolvimento de estresse pois as
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promastigotas nos flebotomineos pode encontrar temperaturas entre 22°C a
28°C, enquanto que nas células dos mamiferos encontram temperaturas em
torno de 37°C (CLOS e KROBITSCH, 1999). Assim, com o objetivo de avaliar as
diferencas de atividades enzimaticas em temperatura de 25°C e 37°C, os
tampobes 4, 5 e 7 foram submetidos a novas atividades enzimaticas com
incubacado nas temperaturas desejadas utilizando o ADP como nucleotideo. O
resultado (Figura 1.6) ndo apresentou variagdes estatisticamente significativas
entre os tampdes 4, 5 e 7 para as temperaturas de 25 °C e 37°C, com p< 0,05.
Desta forma tanto os tampdes 4 e 5 sdo uteis para determinagao de atividade
enzimatica a 25°C e a 37° C e o tampao 7 nao apresentou boa atividade como

ja visto em testes anteriores.

Comparagao da atividade enzimatica de LicNTPDase-2 com
os tampoes 4,5 e 7 nas temperaturas de 25°C e 37°C
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Figura 1.6 : Comparagao da atividade ADPasica de LicNTPDase-2 com os tampodes 4, 5 e 7 nas
temperaturas de 25°C e 37°C. Nao apresentou variagdes estatisticamente significativas entre os tampdes
4,5 e 7 para as temperaturas de 25 °C e 37°C.

1.4.4 Andlise de LicNTPDase-2 utilizando diferentes nucleotideos e pHs

Além do ADP utilizado em todos os testes até esse momento, foi testada
a atividade enzimatica de LicNTPDase-2 frente a ATP, GDP e UDP. Pode-se
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verificar na figura 1.7, o resultado dos tampdes 4 e 7 nos diferentes nucleotideos.
Para o tampao 4, (figura 1.7 A) observa-se uma melhor hidrélise de LicNTPDase-
2 para os nucleotideos GDP, UDP e ADP com p<0,05 quando comparados com
a hidrolise de LicNTPDase-2 com o ATP e nao havendo variagdes
estatisticamente significativas entre os nucleotideos GDP, UDP e ADP. Para o
tampao 7, todas as atividades foram inferiores quando comparadas com o
tampao 4 e ndo houve variagbes estatisticamente significativas entre o GDP,
UDP, ADP e ATP.

A B
Atividade enzimatica de LicNTPDase-2 no Atividade enzimatica de LicNTPDase-2 no
tampéo 4 em diferentes Nucleotideos tampao 7 em diferentes Nucleotideos
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Figura 1.7 : Comparacgao da atividade enzimatica de LicNTPDase-2 com os tampodes 4 e 7 a 37°C,
avaliando sua atividade frente a nucleotideos. Os testes foram realizados apds 24 horas. A) Para o
tampao 4 apresentou melhor hidrélise enzimatica para os nucleotideos UDP, seguido de GDP e ADP,
p<0,05 quando comparado com o ATP menor hidrélise. B) No tamp&o 7 a atividade enzimatica néo foi

estatisticamente significativa entre os substratos.

Para analise de atividade em diferentes pHs, utilizando os tampdes 4 e 7
pode-se notar que nao ocorreu variagdes estatisticamente significativas nas
atividades testadas com ADP em diferentes pHs (Figura 1.8 A). Da mesma forma
nao foi possivel estabelecer a relacdo entre a melhor atividade enzimatica para
o tampéao 7 nos pHs testados (Figura 1.8 B). Como este tenha sido o ultimo teste
realizado acredita-se que a enzima possa ter perdido um pouco de atividade,
através de processos de descongelamento para renaturagcdes, uma vez que as
atividades ficaram em valores menores em todos os pHs, quando comparado

com os testes nos primeiros tampoes renaturados.
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Atividade enzimatica de LicNTPDase-2 Atividade enzimatica de LicNTPDase-2
no tampao 4 em diferentes pHs no tampdo 7 em diferentes pHs
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Figura 1.8 : Comparagéo da atividade ADPDasica de LicNTPDase-2 com os tampdes 4 e 7 a 37°C,
avaliando sua atividade em diferentes pHs. Os testes foram realizados apds 24 horas. A) Resultado do

tampéao 4 frente diferentes pHs. B) Resultado do tampé&o 7 frente a diferentes pHs.

1.4.5 Analise de LicNTPDase-2 utilizando Thermal Shift

Foram realizados novamente os testes de renaturacdo no qual foram
utilizados 100 pL da proteina a 0,2 mg/mL em 900 pL de tamp&o de renaturagao.
ApOs 24 horas sob refrigeracao a 8 °C foi realizado um ensaio em triplicata com
1uM de proteina. O aparelho utilizado foi o Real Time PCR System na técnica
de Thermal shift. Os resultados foram analisados utilizando o programa Protein
Thermal shift software 1.3. A Curva de melting variou de 4°C a 99°C com valor
de 0,95 °C /min. Foi utilizada a sonda Sypro Orange e dentre os tampdes foi
utilizado o tampao 7 como referéncia pois este possui 100mM de Tris e 600 mM
de NaCl, ou seja dentre todos os tampdes € aquele que possui menor variedade

de componentes quimicos. O Tm da proteina no tampéo 7 foi de 40°C.

A desnaturacao térmica expde residuos hidrofébicos no qual a sonda se
liga e promove a formagao de um sinal fluorescente. Define-se temperatura de
melting (Tm), ou temperatura de pareamento, como a temperatura na qual
metade das moléculas estdo pareadas e a outra metade n&o. A partir de uma
emissao de um sinal de fluorescéncia em ambiente hidrofobico € possivel
verificar quando uma proteina esta expondo partes nido polares a partir de

analises com Thermal Shift. A amostra sofre aquecimento e verifica-se o
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aparecimento de sinal que aumentara até a desnaturacdo completa da proteina
(GRAFTEHAUGE, 2015).

Na tabela 1.2 pode-se observar o resultado do Shift de cada tampéao
testado em Thermal Shift. Como pode ser verificado o tampéao 4 apresentou um
shift de 5,9 sendo o maior shift quando comparado com os outros tampdes. O

tampao 6 por ter apresentado um shift negativo ndo foi apresentado valores.

Tabela 1.2 : Resultado do Shift de cada tampao testado em Thermal Shift.

Shift
Tampao 1 0,41
Tampao 2 1,5

Tampéao 3 4,5
Tampao 4 59
Tampao 5 5

Tampao 6 -

Na figura 1.9 apresenta a comparagéo entre os tampdes 1 e 7. Pode se
notar que o shift foi muito pequeno, sendo representado pela linha tracejada
verde. Desta forma somente a adi¢cao de glicerol no tamp&o 1 ndo apresentou

ganho significativo de estabilidade proteica.
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Figura 1.9 : Comparacgéao entre o tampéo 1 e 7. Em azul o tamp&o 7 e em vermelho o tampé&o 1, shift de
0,41 °C.

Na figura 1.10 ha comparacgao entre os tampdes 2 e 7, no qual pode-se
observar que um shift de 1,25 °C, sendo representado pela diferenca entre as

linhas tracejadas verticalmente na curva de melt. O tampéo 2 apresenta 1mM de
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GSSG, além dos componentes ja presente no tampéao 1 (100mM de Tris, 600mM
de NaCl e 33% de glicerol).

Melt Curve Plot/Derivative Plot (Screening de tampdes NTPDase)
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Figura 1.10 : Comparagao entre o tampao 2 e 7. Em azul o tamp&o 7 e em amarelo o tampé&o 2. Shift de
1,5°C.

Na figura 1.11, pode-se notar que existe uma melhora do valor de shift
quando comparado com o tampao anterior (tampao 2). Assim a adicao de 2 mM

de GSH promove uma melhora da estabilidade da enzima.
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Figura 1.11 : Comparagao entre o tampao 3 e 7. Em azul o tampao 7 e em Verde claro o tampé&o 3. Shift
de 4,5°C.

Pode-se notar que as adicbes de glutationa (reduzida e oxidada),
juntamente com KCI (Tampao 4), promoveram uma melhora da estabilidade de
LicNTPDase-2. Sendo o tampao 4, aquele que apresentou um melhor resultado
de shift, quando comparado com os outros tampdes de renaturacdo. Como pode

se observar na figura 1.12.
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Melt Curve Plot/Derivative Plot (Screening de tampdes NTPDase)
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Figura 1.12 : Comparagao entre o tampéao 4 e 7. Em azul o tampéo 7 e em Verde o tampé&o 4. Shift de
5,9 °C.

Na figura 1.13, a adicdo de MgCl2 também ajuda na estabilizagdo da
proteina renaturada quando comparada com os tampdes 1,2,3 e 7, porém
apresenta um valor de shift inferior ao tampao 4 que nao contem MgCl2. Porém
os resultados em relagdo aos KCl e MgCl2 ndo apresentaram reprodutibilidade

nas triplicatas.
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Figura 1.13 : Comparacgao entre o tampao 5 e 7. Em azul o tampao 7 e em Verde o tampao 5. Shift de 5
°C,

O tampéo 6 que contém o CaCl2 ndo favoreceu o ganho de estabilidade
provocando um shift negativo na Tm. Assim quando comparado com as
atividades enzimaticas € possivel observar que os componentes do tampao 4
(100mM de Tris, 600mM de NaCl, 1mM de GSSG, 2 mM de GSH e 10 mM de
KCIl) favorecem uma melhora de estabilidade da enzima LicNTPDase-2 nos
tampdes de renaturacdo, podendo ser comprovado com os testes em Thermal
Shift, no qual também apresentou uma reducéao de estabilidade com a adicao de
CaClz2, o que também é confirmado com a reducao de atividade enzimatica de

NTPDase-2, no tampé&o 6 (figura 1.4).
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Os diferentes tipos de tampdes podem afetar a estabilidade de uma
proteina, desta forma, realizar analises de um melhor tamp&o podera promover
melhores condigdes de trabalhos com esta macromolécula. Com a técnica de
Thermal shift &€ possivel prever tais situagdes levando a resultados que auxiliam
em melhores condi¢des de armazenamento e melhorar as taxas de sucesso de

purificacao, cristalizagdo e renaturagao de proteinas.

1.5 Conclusoes

A LicNTPDase-2 € uma enzima caracterizada em Leishmania infantum
chagasi e atua em hidrélise de nucleotideos difosfatos e trifosfatos. Apds a sua
purificacdo foi possivel identificar tampdes no qual pode-se verificar uma
melhoria de sua atividade enzimatica. Os tampdes de renaturacao 3, 4, 5e 6
apresentaram um melhor resultado promovendo um ganho de atividade
enzimatica quando comparado com outros tampdes (1, 2 e 7). As analises em
Thermal Shift, o tampao 4 demonstrou ser aquele em que a proteina manteve
melhor estabilidade apos periodo de 24 horas a 8°C. A atividade enzimatica
demonstrou diminuigdo apos periodo de 24 horas, sendo 0 momento com maior
atividade e levando a reducéo posteriormente nos dias seguintes. Nao ocorreu
diferenca significativa nos testes realizados a 25°C e a 37°C, assim como nos
resultados com faixa de pH para o tampdo 4 e 7. Para as analises de
nucleotideos o UDP, GDP e ADP apresentaram melhora na atividade quando
comparados com o ATP. De forma geral as analises permitem a identificacdo de
tampao de atividade com boa atividade enzimatica e sobretudo permite novos
estudos in vitro com NTPDase-2 que podem utilizar esta metodologia nas

condi¢des estabelecidas.
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CAPITULO 2

Clonagem de Serine/Arginine Protein Kinase (SRPK) de Leishmania

infantum chagasi
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2.1 Introdugao

As enzimas exercem papeis fundamentais em diferentes células para
manter um processo organizacional. O estudo destas enzimas proporciona
melhor conhecimento dos mecanismos envolvidos nas atividades celulares
auxiliando o entendimento de alguns atividades e patologias. As enzimas sao
alvos farmacolégicos e seus estudos podera explicar algumas relagdes entre os
diferentes metabolismos celulares com objetivo de elucidar vias de infecgdo ou
novas formas de tratamento. Uma enzima, com importante atividade celular, tem
sido caracterizada com uma regido espagadora entre dois sitios cataliticos e sao
conhecidas como SRPK (serine/arginine protein kinase) e pode ser bons alvos
de estudos para inibicdo enzimatica por drogas (ENDICOTT, NOBLE &
JOHNSON, 2012).

As SRPKs podem ser divididas em SRPK1, SRPK2 e SRPK 3, sendo
que elas podem ser diferenciadas com relacdo a sua estrutura e suas funcgoes
além da localizagdo em diferentes células. Estas proteinas sdo caracterizadas
por duas regides quinases separadas por uma regido espagadora, onde
relaciona diretamente com sua atividade enzimatica. Outra caracteristica
importante deste grupo esta relacionada com sua capacidade de realizar
fosforilagbes em proteinas ricas em serinas e argininas importantes para o
desenvolvimento do splicing (WANG et. al., 1998 e NAKAGAWA O, 2005).

Jang et. al., 2009, encontrou relacao entre atividades fosforilativas em
SRPK2, promovendo sua transferéncia para o nucleo e desencadeando morte
neuronal por apoptose. Desta forma as SRPKs estdo envolvidas em muitos
processos patolégicos como leucemias, crescimento de endotélio vascular e
morte neuronal. Reviséo da literatura realizada por Jones et. al, 2018, demonstra
que dentre varios alvos celulares para pesquisa e atuacdo de drogas esta
relacionado o estudo de vias de fosforilagdes de proteinas, podendo assim, as
SRPKs se tornarem bons alvos de estudos. As SRPKs estao presentes também
em parasitas como evidenciado em algumas pesquisas relatando a presenca de
SRPK em Plasmodium falciparum e Trypanossoma cruzi (PORTAL, LOBO, et.
al., 2003; DIXIT et. al., 2010).
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Além da funcdo de fosforilagbes de proteinas, as SRPKs também
possuem importantes atividade regulatorias nas células, como por exemplo, as
fosforilagbes em fatores relacionados ao splicing. Este é caracterizado quando
partes dos genes presentes numa célula sdo retiradas (infrons) e nado véao
codificar uma proteina, enquanto que a parte codificante é conhecida como éxon
(SHARP, 2005). Na formacgao do splicing ha duas formas: Cis e trans. Quando
ocorre numa mesma molécula de RNA, é conhecido como cis-splicing e quando
ocorre em mRNAs diferentes € conhecido como trans-splicing. Para realizagéo
do splicing € necessario um conjunto proteico chamado de spliceosoma. As
proteinas ricas em serina/arginina (proteinas SR) e ribonucleoproteinas
nucleares heterogéneas (hnRNPs) sdo duas das familias de proteinas
envolvidas que se juntam no complexo A para participar da montagem do exon
cruzado, regulando a ligacdo U1 e U2 snRNP ao pre-spliceossoma (WAHL et.
al. 2015). As SRPKs atuam realizando fosforilagdes nas proteinas SR, sendo
estas fosforilagdes pré-requisito para montagem do spliceosom (XIAO, 1997).

Em tripanosomatideos podera ocorrer tanto cis splicing quanto trans
splicing. Seus genes codificadores de proteinas sédo transcritos em RNAs
policistrénicos, diferentemente da maioria dos eucariontes e posteriormente foi
encontrado um unico gene carregando um infron em cis sugerindo que esses
dois processos de splicing estao presentes em tripanossomos (MAIR, 2000)

Através de fosforilagbes das proteinas SR de P. Falciparum podera
ocasionar inibi¢gao do splicing (DIXIT et. al., 2010). Assim como as SRPKs podem
ter sitios de ligacao a proteinas e DNA e podem sofrer fosforilagdes, seu estudo
podera auxiliar nas descobertas de vias fundamentais para replicagdo em

leishmania contribuindo para descoberta de sitios alvos para drogas.

2.20bjetivos

2.2.1 Objetivo Geral

Avaliar através de analises de bioinformatica a presenca da SRPK e
clonar em sistema de expresséo de procarioto a Serine/Arginine Protein Kinase

putativa (SRPK) de Leishmania infantum chagasi
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2.2.2 Objetivos Especificos

e Pesquisar a SRPK no genoma de Leishmania infantum chagasi
(LicSRPK)

e Alinhar a LicSRPK com SRPK’s de outros organismos.

e Clonar no vetor de entrada pGEM T-easy a LicSRPK

e Clonar no vetor de expressao pET28a a LicSRPK.

2.3 Material e Métodos

2.3.1 Analises de Bioinformatica

Primeiramente foi realizada uma busca em bancos de dados nos sites
NCBI e TriTrypDB (banco de dados de genoma de cinetoplastideos), onde foi
possivel identificar uma possivel Serine/Arginine Protein Kinase em Leishmania
infantum chagasi.  Foi realizada uma busca por sequencias homodlogas a
Serine/Arginine Protein Kinase de humano (hSRPK1 — acession number
UQ09564) no banco de dados TriTrypDB onde encontrou-se uma hSRPK1 com
maior semelhanga onde o transcrito continha 2247 nucleotideos (748 residuos

de aminoacidos), com 46% de identidade.

2.3.2 Clonagem da Serine/Arginine Protein Kinase de L. Infantum chagasi
(LicSRPK)

Primeiramente foi obtido o RNA total a partir de culturas de Leishmania
infantum chagasi em meio Grace’s e posteriormente foi sintetizado o cDNA,
obtendo assim o possivel gene para a SRPK de Leishmania infantum chagasi, o
qual foi amplificado em PCR contendo os sitios de restricao das enzimas de Xhol
e Ndel (Tabela 2.1)
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Tabela 2.1 — Primers utilizados na clonagem de LicSRPK

Primer direto Nde | LicSRPK: 5 CATATGGGGAAATCAAAGAAGCAC 3
Primer reverso Xho | LicSRPK: 5 CTCGAGCTACTCAGCACCATC 3

Apos a obtencdo do cDNA foi realizada uma eletroforese em gel de
agarose para confirmagdo do tamanho. Apds confirmagdo seguiu para uma
purificacdo do cDNA.

Apos a obtencao do gene realizou-se uma reagao de ligagao no vetor de
pGEM-T-easy, seguindo para a transformacgao em Escherichia coli DH5a. Apos
a transformacéo realizou-se uma miniprep com o objetivo de obtengdo do DNA
plasmidial. Apds a obtengéo do plasmideo seguiu-se a digestao para ter certeza
se o0 gene estava presente no vetor plasmidial. Na realizagdo da digestdo foram
utilizadas as enzimas Xho | FD e Nde El Fd. Apds confirmacgao em eletroforese,
o gene foi purificado e subclonado em vetor de expressao pET28a, e seguido de
transformacao em E. coli DH5a.

Apo6s confirmacgao da transformacédo em E. coli DH5 a, foi realizado nova
miniprep para obteng¢ao do plasmideo, pGEM-T-easy (PROMEGA) contendo o
inserto, juntamente com o pET28a (NOVAGEN) e seguiu para uma digestao com
as enzimas de restricado Nde | e Xho I.

Os produtos das digestdes foram separados por eletroforese em gel de
agarose e purificados com GenElute™ Gel Extraction Kit (SIGMA). O inserto
digerido e o pET28a linearizado foram ligados utilizando-se a enzima DNA ligase.
ApOs a reacao de ligacao, bactérias Escherichia coli DH5a competentes foram

transformadas.
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2.4 Resultados e Discussao

2.4.1 Analises “in silico”

Foi realizado um alinhamento da sequéncia de LicSRPK-2, comparando
com SRPKs de outros organismos. Foram utilizadas a SRPK -1 e SRPK-2 de
humano (HsSRPK/SRSF - NP_003128.3 e hSRPK2- AAH68547.1), SRPK de
Trypanosoma cruzi (TcCSRPK - AAM50042.1), SRPK de Plasmodium falciparum
(PfSRPK1- KNG78685.1), Drosophila busckii (DbSRPK - ALC41381.1),
Toxoplasma gondii (TQSRPK - EPT31812.1) e fungo Sacaromices cerevisiae
(YEAST - Q03656.1). Desta forma é possivel observar homologia entre suas
sequencias de aminoacidos, observando regides conservadas de dominio
kinase, separadas por uma regido espacgadora, caracteristico das
Serina/argininina proteina quinase (SRPK), como pode ser observado na figura
2.1, onde estao representados a sequéncia completa de todos os residuos de
aminoacidos entre as sequencias comparadas. Para esta analise foi utilizado os
sites NCBI e Clustal Omega. A maior sequéncia de aminoacidos comparados
com a sequéncia de LicSRPK pertence a TgSRPK com 1763 residuos e
apresenta 38,96% de identidade com LicSRPK, e a menor sequéncia foi de
HsSRPK/SRSF com 655 residuos de aminoacidos e 51,9% de identidade com
LicSRPK. A LicSRPK tem previsto cerca de 748 residuos de aminoacidos, sendo
um pouco maior do que a de TcSRPK (716 residuos de aminoacidos) e possuem
57,3% de identidade, sendo a maior entre as comparagdes. Entre as SRPKs
analisadas e quando se observa as sequencias a regido espagadora pode-se
observar que ha maior semelhanga com TcSRPK com 47,60% de identidade
(Tabela 2.3). Quando se compara os dominios quinases, pode-se observar que
também ha maior semelhanca com a TcSRPK com 79,3% de identidade na
sequéncia de residuos de aminoacidos no primeiro dominio e 76,33% de
identidade no segundo dominio quinase (Tabela 2.4). Dentre as sequencias
comparadas nota-se que a maior semelhanga em todas as regides proteicas
pertence a LicSRPK e TcSRPK.
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Tabela 2.2 Comparacgéo entre as sequéncias de aminoacidos e o percentual de identidade entre as SRPKs

de Toxoplasma gondii, Homo sapiens, Trypanossoma cruzi com a suposta SRPK de Leishamnia infantum

chagasi.
Sequencia Identidade
TgSRPK 1763 38,96%
HsSRPK/SRF 655 51,90%
TcSRPK 716 57,30%
LicSRPK 748

Tabela 2.3 Comparagdo entre as sequéncias de aminoacidos e o percentual de identidade da regido
espacgadora caracteristica das SRPKS entre Trypanossoma cruzi com a suposta SRPK de Leishamnia

infantum chagasi.

Regido Espacgadora Identidade

TcSRPK 86 47,60%
LicSRPK 76

Tabela 2.4 Comparagdo entre as sequéncias de aminoacidos e o percentual de identidade dos dois
dominios quinases entre a SRPK de Trypanossoma cruzi com a suposta SRPK de Leishamnia infantum

chagasi.
1° Dominio 2° Dominio
quinase Identidade quinase Identidade
TcSRPK 150 79,30% 234 76,33%
LicSRPK 150 169
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment
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Figura 2.1 — Alinhamento entre SRPK. Comparagéo entre as SRPKs. SRPK de Trypanossoma cruzi
(TcSRPK); SRPK de Leishmania infantum chagasi (LicSRPK); SRPK de Plasmodium falciparum (PfSRPK);
SRPK de Toxoplasma gondii (TgSRPK); SRPK de Sacaromices serevices (YEAST); SRPK de Drosophila
busckii (DbSRPK); SRPK2 de humano (HsSRPK2) e SRPK1 de humanos (HsSRPK/SRSF).

Em analise no Pfam (https://pfam.xfam.org/search/sequence) pode-se

observar que existe uma sequéncia de aminoacidos com regido quinase sendo
separada com uma regiao espacadora entre elas, como pode ser observado na

figura 2.2 A, sendo caracteristicos de grupos proteicos quinases para a LicSRPK.
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Na figura 2.2 B esta representado a arvore filogenética das SRPKs utilizadas em
alinhamento. Pode-se notar a presenca de semelhangas entre as TcSRPKs e
LicSRPKs.

A

fPkinaseny Pkinase sy |

| TcSRPK 021271

L LicSRPK 0.21891
PISRPK 0.36449

! TgSRPK 0.34717
YEAST 0.31874
DbSRPK 026503

; HsSRPK2 0.19301

' HsSRPK/SRSF 0.18356

Figura 2.2: Analise da proteina LicSRPK. A) Presenca de dois locais com possivel atividade quinase
separados por uma regido espacgadora, caracteristicos das Serina/ argininina proteina quinase — SRPKs.

B) Arvore filogenética onde fica representado a similaridade entre LicSRPK e TcSRPK.

2.4.2 Clonagem de LicSRPK

Inicialmente para os testes o RNA total foi obtido através de células de
Leishmania infantum chagasi cultivadas em meio Grace’s, onde este foi usado
para obtencdo do cDNA. Foi obtido sequéncia para LicSRPK no qual foi
amplificada através da técnica de PCR e pode ser observado na figura 2.3,
onde apresentou marcagao entre 2000 e 3000pb através de técnica de
eletroforese em gel de agarose 1%. A sequéncia buscada apresentava 748
residuos de aminoacidos que representa 2224pb. Desta forma a marcacdo no
gel de eletroforese ficou dentro dos valores previstos. Pela presenca do
resultado esperado no gel e por ser um resultado que teve origem a partir de

Leishmania infantum chagasi, fica evidenciado a presenga do gene no parasita.
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3000pb
2000pb

Figura 2.3: Resultado de PCR em gel de agarose 1% LicSRPK apresentou bandas entre 2000pb e 3000pb,
onde esperava-se que fosse obtido 2244pb previstos, confirmando que o resultado esta dentro do esperado.
Canaleta 1 marcador, canaletas 2,3 e 4amostras resultado da PCR.

O produto do gene de cDNA foi ligado em vetor pGEM-T easy e
transformado em Escherichia coli DH5 a. Apds multiplicagdo desta células em
crescimento bacteriano a 37°C, os plasmideos foram obtidos através de técnica
de miniprep e confirmado a presencga do gene de SRPK com aparecimento de
pares de bases 5000pb, levando a evidencia da presenga do gene, como pode
ser observado na figura 2.4.

1 2 3 4 b 6 7 8

9 10 11 32

5000pb mmjgee--

Figura 2.4 . Resultado positivo para a presenga do gene de SRPK no vetor pGEM-T easy. Resultado
de PCR contendo o gene de SRPK no plasmideo com bandas 5000pb apds transformacgéo em E. coli DH5a.
Canaleta 1: marcador e canaletas de 2 a 12: clones obtidos no vetor de clonagem.

Depois, foi realizado uma reacgao de digestdo do vetor com as enzimas
Xhol e Ndel onde buscava-se encontrar valores de pares de bases relacionados
a presenca do gene de SRPK no vetor. A digestao foi realizada e evidenciado a
presencga do gene como verificado na figura 2.5. Onde foi encontrado a marcagao
entre 2000pb e 3000pb para o gene em questao e pode-se observar também a
presenga de uma marcagao em torno de 3000pb correspondendo ao pGEM -T

easy.
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Figura 2.5 : Resultado da digestao pelas enzimas Xhol e Ndel Observa-se a presenga de pb entre
2000 e 3000 confirmando a presenga do gene no plasmideo. Neste caso observa-se também outra

banda com 3000pb correspondente ao pGEM-T easy.

Com o objetivo de realizar uma clonagem no vetor de expressao foi
realizado uma ligagao do gene em pET28a e transformacéo em E. coli DH5a. Na
figura 2.6 observa-se a presenga de pares de base entre 2000 a 3000 pb em
resultado de PCR confirmando a presenca do gene de LicSRPK no pET28a

transformado em E. coli DH5q.

Figura 2.6: Resultado de PCR do gene em vetor de expressao pET28a. Resultado da clonagem
do gene de LicSRPK em pET28a com bandas entre 2000 e 3000 pb, confirmando a presenga do

gene.

Na figura 2.7 foi realizado uma reagéo de digestdao do pET28a, com as
enzimas Xhol e Ndel, no qual obteve-se a presenga do gene de interesse com
marcagéao no gel entre 2000pb e 3000 pb e pode-se observar a presenga de uma

marcacao em torno de 5000pb representando o vetor pET28a.
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Figura 2.7: Resultado da digestao do vetor pET 28a. Confirmagdo da presenga de pb entre
2000 e 3000 representando o gene de LicSRPK e outra banda com 5000pb representando o
pET28a. Canaleta 1: marcador e canaletas 2,3 e 4 amostras resultantes da digestdo do vetor
pET28a.

Outros experimentos com a LicSRPK clonada estdo em andamento. Esta
previsto a realizagdo de sequenciamento para confirmagcdo do gene e
posteriormente sera realizado testes para purificacdo e padronizacdo das

melhores condi¢gdes de estabilidade da enzima.

2.5 Conclusao

Durante os testes foi possivel realizar a clonagem de LicSRPK predita nas
analises de bioinformatica em Leishmania infantum chagasi, assim como realizar
o alinhamento entre as sequencias de aminoacidos entre diferentes espécies.
Assim foi possivel obter a clonagem tanto no pGEM-T easy quanto no pet28a.
Como as SRPKs ja foram encontradas e caracterizadas em outros protozoarios,
pode-se iniciar novos estudos com o objetivo de caracterizar essa enzima em
Leishmania infantum chagasi e buscar novas estudos para descrever seu papel

na patologia causada pelo parasita.
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