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RESUMO

PIMENTEL, Filippe Gadiolli, D.Sc, Universidade Federal de Vicosa, Fevereiro de 2016.
E-NTPDases de Leishmania infantum chagasi: uma revisao de seus papéis biologicos
na infeccéo e padronizacdo metodoldgica para sua expressao heterdloga em sistema
LE SXY (Leishmania Expression System)Orientadora: Juliana Lopes Rangel Fietto.
Coorientadores: Abelardo Silva Junior, Eduardo de Almeida Marques da Silva, Gustavo
Costa Bressan e Méarcia Rogéria de Almeida Lamego.

As leishmanioses compreendem um amplo espectro de doencas parasitarias causadas por
protozoarios do género Leishmania. No hospedeiro vertebrado estes parasitos infectam
principalmente os macrofagos, onde conseguem escapar dos mecanismos de defesa e se
proliferam. Muitos trabalhos relatam que a sinalizacao purinérgica € modulada durante o
desenvolvimento e ativacdo das células do sistema imune. Para obterem sucesso ha
infeccado, varios patdgenos conseguem subverter a resposta imune através da modulacéo
da sinalizacdo purinérgica, promovendo uma diminuicdo dos niveis de ATP (molécula
pro-inflamatoria) e levando a um aumento dos niveis de adenosina (molécula
imunossupressora). Este desfecho resulta da atividade conjunta de algumas ecto-
nucleotidases, das ETPDases ¢ da 5’-ecto-nucleotidase, tema que € abordado no
segundo capitulo desta tese. Em Leishmania, as E-NTPDases s&o consideradas
importantes porque participam da via de salvagdo de purinas, além de serem citadas em
diversos artigos como responsaveis por aumento de viruléncia e infectividade em
diferentes espécies. Em trabalhos desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa, as E-
NTPDases 1 e 2 de L. infantum foram caracterizadas em sistema bacteriano,
demonstrando resultados promissores. A possibilidade de expressar essas proteinas em
sistema de expressdo Leishmania (Leishmania Expression Syst&iHSY — Jena
Bioscience) nos impulsionou a desenvolver o presente projeto, com o0 intuito de
caracterizar essas enzimas em um organismo bem mais préximo ao original e avaliar o
seu potencial uso como vacina viva. Portanto, a clonagem das Lic-E-NTPDases sistema

LEXSY é o tema abordado no primeiro capitulo desta tese.
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ABSTRACT

PIMENTEL, Filippe Gadiolli, D.Sc, Universidade Federal de Vicosa, February 2016.
Leishmania infantum chagasi E-NTPDases: a review of their roles in infection and
standardization for heterologous expression in LESXY system (Leishmania
Expression System)Advisor: Juliana Lopes Rangel Fiet@o-advisors: Abelardo Silva
Juanior, Eduardo de Almeida Marquda Silva, Gustavo Costa Bressan and Marcia
Rogéria de Almeida Lamego.

Leishmaniasis comprises a broad spectrum of parasitic diseases caused by protozoa of the
genus Leishmania. In vertebrate host, these parasites mainly infect macrophages, where
they can escape of defense mechanisms and proliferate. Several works have reported that
the purinergic signaling is modulated during development and activation of immune cells.
To achieve successful infection, many pathogens can subvert the immune response
through modulation of purinergic signaling by promoting a reduction in ATP levels (pro-
inflammatory molecule) and leading to increased adenosine levels (immunosuppressive
molecule). This outcome results from the joint activity of some ecto-nucleotidases, the E-
NTPDase and 5'-ecto-nucleotidase, a topic that is discussed in the second chapter of this
thesis. In Leishmania, the E-NTPDases are considered important because they participate
in purine salvage pathway, and are cited in various articles to be responsible for increased
infectivity and virulence in different species. In work carried out by our research group,
the E-NTPDase 1 and 2 of L. infantum were characterized in bacterial system,
demonstrating promising results. The ability to express these proteins in Leishmania
expression system (Leishmania Expression System - LEXSY - Jena Bioscience)
prompted us to develop this project, in order to characterize these enzymes in an organism
similar to the original and evaluate its potential use as a live vaccine. Therefore, the
cloning of Lic-E-NTPDases in LEXSY system is the subject discussed in the first chapter

of this thesis.
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1- INTRODUCAO

As leishmanioses compreendem uma gama de doencas parasitarias causadas por
protozoarios do género Leishmania. Os sintomas clinicos podem abranger desde leséo
cutdnea simples (leishmaniose cutdnea e mucocutanea), até doenca sistémica
extremamente grave (leishmaniose visceral). Atingem significativa parte da populacéo
mundial, principalmente nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, sendo

endémica em varias regides do Brasil.

Os parasitos do género Leishmania possuem ciclo de vida heter6xeno, onde uma
parte ocorre no vetor invertebrado flebotomineo e a outra em hospedeiros vertebrados
mamiferos. Nas regifes urbanas o cdo é considerado o principal reservatorio do parasito
com importancia epidemiologica, tendo dessa forma importante participacdo na
manutencdo e na transmissdo da doenca ao homem. Muitos estudos focados em
estratégias terapéuticas para cdes tém falhado em alcancar uma consistente cura
parasitologica para a Leishmaniose Visceral Canina (LVC). Para agravar ainda mais essa
realidade, somam-se a esses fatores 0 aumento na resisténcia parasitaria a primeira linha
de drogas usadas na quimioterapia humana (antimoniais pentavalentes), a toxicidade d
segunda linha de drogas usadas no tratamento humano (pentamidina e anfotericina B) e

ao aumento da incidéncia da leishmaniose em humanos imunocomprometidos [1].

Com relacao a profilaxia, ainda ndo existem vacinas efetivas para o uso humano
e alguns poucos antigenos sédo utilizados em vacinas para caes. Além disso, a falta de

conhecimento sobre alguns aspectos dessa enfermidade torna seu controle bastante dificil

2].

Purinas e pirimidinas sdo importantes reguladores de diversas funcdes celulares,
e alteracoes na fisiologia da sinalizagéo purinérgica podem resultar no desenvolvimento
de uma variedade de patologias, inclusive do sistema imune [3]. As células possuem
receptores importantes envolvidos nessa rota de sinalizagéo, classificados em dois tipos
(P1 e P2), envolvidos tanto na sinalizagédo neuronal quanto na nao-neuronal, incluindo

modulacédo da inflamacéo e resposta imune especificas [4].

As Ecto Nucleosideo Trifosfato Difosfohidrolases (E-NTPDases) sao ecto-
nucleotidases importantes descritas na sua maioria como proteinas de membrana
localizadas externamente ou secretadas na forma soluvel, sendo caracterizadas por terem

cinco regibes conservadas de apirase (ACR1 a ACR5), e possuirem a habilidade de



degradar nucleotideos tri e difosfatados (NTPs e NDPs) até a forma monofosfatada. Os
nucleotideos monofosfatados podem entdo servir como substrato para 3- ecto-
nucleotidase, que promove a liberagdo das nucleobases como a adenosina [5]. Alguns
estudos sugerem que as E-NTPDases possuem um papel importante para o0s
endoparasitas, desativando respostas do hospedeiro envolvidas somalizacao
purinérgica, exercendo um papel modulatério sobre a inflamacdo e a resposta imune

mediada por ATP, ADP e adenosina extracelulares [6],[7],[8],[9].

O grupo de pesquisa coordenado pela Prof.2 Dra. Juliana Lopes Rangel Fietto
estuda ha alguns anos a relagéo entre a viruléncia dos parasitos do género Leesshmania
de Trypanosoma cruem diferentes espécies e cepas, focando especialmente a relacéo
entre as ecto-nucleotidases e o controle da infec¢cdo ou resposta imune do hospedeiro
[8],[7],[10],[11]. Este tema € abordado pelo artigo de revisdo que compde o segundo
capitulo desta tese, onde discutimos acerca dos papéis das E-NTPDases na infeccdo por
Leishmania, tendo como foco principal a sinalizacdo purinérgica e a sua relacdo nas

interac@es entre Leishmania e macrofagos.

As E-NTPDases ja foram demonstradas como fatores de viruléncia em diferentes
espécies de Leishmania e em T. crAzZE-NTPDase 2 de Leishmania infantum chagasi
demonstrou alto potencial para uso no diagnostico da doenca canina LVC [12]. Este uso
e a possivel aplicacdo das E-NTPDases de Leishmania como agentas gaduas de
drogas foram objeto de patente por nosso grupo de pes@uEaneiro capitulo do
presente trabalho teve como foco a producédo das E-NTPDases 1 e 2 de L. infantum
chagasi, expressas de forma heter6loga em Leishmania tarentolae, a fim de se

caracterizar as enzimas produzidas nesse sistema eucariotico.



CAPITULO 1

Padronizacao da expressao heterologa das E-NTPDases 1 e 2
de Leishmania infantum em Leishmania Expression System
(LEXSY)



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Leishmania e Leishmanioses

As Leishmanioses compreendem um amplo espectro de doencas causadas por
parasitos protozoarios pertencentes ao género Leishmania (Familia Trypanosomatidae,
Ordem Kinetoplastida). Esses parasitos possuem ciclo de vida heteréxeno,
compreendendo hospedeiros invertebrados (fémeas dos flebotomineos dos géneros
Lutzomya ou Phlebotomus) e diversos hospedeiros vertebrados mamiferos. No
hospedeiro invertebrado, as formas promastigotas prociclicas (flageladas) colonizam o
intestino do vetor e se multiplicam. Ao se transformarem em promastigotas metaciclicas,
migram para as glandulas salivares dos flebotomineos, podendo ser transmitidas ao
hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo. As formas promastigotas
metaciclicas sédo entdo fagocitadas por células fagociticas (principalmente macrofagos),
onde se convertem nas formas amastigotas (arredondadas e sem flagelo) que sobrevivem
e se multiplicam em vacuolos parasitéforos. Apés intensa proliferagdo ocorre a ruptura
da célula hospedeira e liberagcdo dos amastigotas que podem novamente infectar outras

células. A figura 1 mostra de maneira resumida o ciclo de vida deste parasito.

Essa doenca atinge significativa parte da populacdo mundial, principalmente nos
paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, sendo endémicas em varias regides do
Brasil. Os sintomas clinicos podem abranger desde uma lesdo cutdnea simples
(leishmaniose cutanea e mucocutanea), com tendéncia a cura espontanea, até uma doenca
sistémica extremamente grave (leishmaniose visceral), com crescente ascensdo em
pacientes imunossuprimidos. No mundo, mais de 12 milhdes de pessoas em 98 paises
encontram-se infectadas, 350 milhdes correm risco de infeccao, 2 milhdes de novos casos
sao reportados por ano (1,5 milhdes para a leishmaniose cutanea e 500.080 para

visceral) e sao estimadas 60.000 mortes anuais [13],[2],[14].

Os agentes causadores da Leishmaniose sé@o capazes de resistir ao arsenal de
defesa da imunidade inata e conseguem se proliferar dentro das células do hospedeiro.
Todas espécies possuem um forte tropismo pelos macréfagos, apesar de também
conseguirem infectar varias outras células em mamiferos (fagociticas e nao fagociticas)
[15],[16],[17].[18].



Estagios no flebotomineo Estagios no humano

‘ . Durante o repasto sanguineo as As promastigotas sdo fagocitadas
Promastigotas dividem-se e promastigotas s3o injetadas na pele por macréfagos e outras células

migram para a probdscide | mononucleares

o

As promastigotas se transformam
em amastigotas :

AmastlgoEs se transformam

0 em promastigotas no

intestino \
@ As amastigotas se multiplicam em

9 9 G células de varios tecidos e infectam
: \ outras células A

Amastxaotas

liberadas no

estomago e Durante o repasto sanguineo o

flebotomineo ingere macréfagos
A\ = Estigio Infectivo infectados com amastigotas

A: Estagio de diagnostico

FIGURA 1: Ciclo de vida de Leishmania, demonstrando os estagios do parasitpaddiosinvertebrado
(flebotomineo) e no hospedeiro vertebrado (humano).

Fonte: http://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html

Ao contrario da maioria dos patégenos que infectam macréfagos, a forma
proliferativa de Leishmania habita os fagolisossomos no interior dessas células, sendo
este parasito capaz de escapar do sistema imune modulando diversas vias de sinalizacao
que regulam as respostas de defesa do hospedeiro [19],[20],[21]. O curso da doenca é
extremamente dependente dos estagios iniciais da infeccédo, que envolve essas diversas
interacdes moleculares e vias de sinafipaentre os macrofagos e o0s parasitos
[22],[23],[24].



2.2—-Leishmaniose Visceral (LV)

Principal objeto de estudo do presente trabalho, a leishmaniose viscera (LV)
uma doenca potencialmente fatal. Dentre os 500 mil casos relatados por ano, 60%
ocorrem no subcontinente Indiano (india, Bangladesh e Nepal), principalmente entre as
populagcdes mais pobres das areas rurais. Ultimamente tem sido considerada um problema
de saude publica emergente, devido a seu aparecimento nos grandes centrof2lirbanos
O mapa da distribuicdo de novos casos da LV pelo mundo em 2012 é demonstrado na

figura 2.
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FIGURA 2: Mapa da distribuicdo mundial da LV e niumeros de novos casos repgpilddrganizagao
Mundial de Saude no ano de 2012. S6 no Brasil foram relatados mais devwdl casosFonte:

http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis_VL_pAG3ua=1

A LV acomete visceras como figado e baco, além da medula éssea e linfonodos,
podendo ocasionar aumento de volume abdominal (hepatoesplenomegalia), febre alta,
perda substancial de peso, anemia, hemorragia e se ndo tratada tem um grau de fatalidade
de quase 100% em aproximadamente dois anos [25]. Nas Américas, bem como no Brasil,
esta doenca tem como agente etiolégico principal a espécie Leishmania infantum
(atualmente Leishmania chagasi € considerada sinénimo de L. infdB@}ymas neste



estudo sera chamada de L. infantum chagasi para discriminar que o trabalho foi conduzido

com a cepa isolada no Brasil.

No Brasil, os principais vetores responsaveis pela transmissdo da LV sao
flebotomineos das espécies Lutzomyia longipalpis (mais abundante) e Lutzomyia cruzi
conhecidos popularmente como “mosquito palha, birigui, asa branca, tatuquira e
cangalhinha”. Com atividade crepuscular ¢ noturna, o flebotomineo adapta-se facilmente
ao peridomicilio e a variadas temperaturas, podendo ser encontrado no interior dos
domicilios e em abrigos de animais domésticos, aumentando consideravelmente o poder
de dispersdo e capacidade adaptativa dos parasitos causadores desta zoonose [27]
Animais silvestres como raposas (Lycalopex vetulus e Cerdocyonthous) e marsupiais
(Didelphisalbiventris) servernomo reservatoério primario de infeccao para o vetor. No
ambiente urbano o cao (Canis familiaris) é considerado o principal reservatério e fonte
de infeccdo, transmitindo o parasito ao vetor durante o repasto sanguineo [1]. Por ser
altamente susceptivel a infeccdo e apresentar intenso parasitismo cutaneo, os caes sao
considerados o principal reservatorio do parasito com importancia na epidemiologia da

Leishmaniose Visceral humana [28].

De acordo com o Ministério da Saude (http://portal.saude.gov.br/saude/) a LV é
uma doenca endémica, com registro de surtos frequentes e aproximadamente 90% dos
casos registrados nas Américas ocorrem no Brasil. No periodo entre 1980 e 2005 o Brasil
registrou 59.129 casos, dos quais 82,5% foram registrados na regido nordeste.
Inicialmente limitada a areas rurais e a pequenas localidades urbanas, a LV encontra-se
em franca expansdo para grandes centros urbanos. Este crescimento se relaciona
principalmente ao desenvolvimento econbémico, mudancas de habitos e alteracdes
ambientais que expdem mais a populacdo e os cdes aos vetores da doenca. O
conhecimento ainda limitado sobre alguns aspectos dessa enfermidade torna seu controle
bastante dificil [2].

2.3- Estratégias de controle

As estratégias de controle da doenca no Brasil séo baseadas na eutanasia dos caes
soropositivos, tratamento sistémico dos casos humanos e controle do vetor [29]. Porém,
essas medidas adotadas demonssammeficientes no controle da leishmaniose, pois ndo

conseguem evitar a transmissao da doenca por caes assintomaticos. Além disso, a prépria
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dindmica populacional canina também contribui para o fracasso do programa de,controle

ja que os animais eutanasiados sao rapidamente substituidos por outros cées, que podem
adquirir a infeccdo em um curto espaco de tempo. Ainda soma-se a esses fatores a
migracdo de animais de regides endémicas para regides indenes resultando na instalacao
de novos focos [30],[31].

Com relacdo aos tratamentos quimioterapicos veterinarios, 0 uso rotineiro de
drogas em cées induz a remissdo temporaria dos sinais clinicos, porém, ndo previne a
ocorréncia das frequentes recidivasmtefeito limitado na infectividade para o
flebotomineo e apresenta elevado risco de selecionar parasitas resistentes as drogas
utilizadas [32]. Por causa desses problemas, o Ministério da Saude emitiu a Portaria
Interministerial 1426/2008 de 14/07/2008, proibindo em todo o territério naaonal
tratamento da leishmaniose visceral em caes infectados ou doentes com produtos de uso
humano ou produtos néo registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA).

Dos métodos disponiveis para diagnéstico da leishmaniose visceral canina e
humana, os mais utilizados s&o o teste de aglutinagéo direta, imunocromatografia, ELISA
e PCR. A Organizacdo Mundial de Saude considera como mais apropriados e recomenda
para os programas de controle o teste de aglutinacdo direta (Que usa antigenos de
promastigotas para detectar anticorpos presentes no soro) e o teste de imunocromatografia
(que se utiliza do antigeno recombinante rK39 para a deteccdo). Apesar das
recomendacfes, esses métodos disponiveis possuem baixa sensibilidade e/ou
especificidade, podendo apresentar resultados distintos para diferentes estagios da
doenca, por exemplo. No caso dos cées, o0s testes ndo discriminam animais vacinados de
animais infectados naturalmente, ou até mesmo animais infectados sintométicos de
animais infectados assintomaticos [33]. O Ministério da Saude brasileiro recomenda que
o diagndstico para LV seja realizado através das técnicas de imunofluorescéncia indireta
(IF) ou ELISA [34]. No entanto, em amostras coletadas de caes da regiao de Belo
Horizonte— MG foi observada reacao cruzada nos testes de imunofluorescéncia indireta

(IF1) e ELISA para L. braziliensis, Trypanosoma creg&hrlichia canig35].

Muita atencdo tem sido dada as estratégias de vacinagdo, sendo a mais alta
prioridade no campo de novas estratégias para prevenir a leishmaniose. Embora
evidéncias sobre desenvolvimento de imunidade duradoura contra a leishmaniose tenha
inspirado a formulacdo de protocolos de vacinagdo contra a doenga, poucos tém
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progredido além dos estagios experimentais. Varios antigenos recombinantes tém sido
testados em protétipos vacinais ou como vacinas de DNA, mas a maioria dos resultados
observados levou apenas a protecdo parcial ou nenhuma protecao frente a infeccdes

experimentais [36].

No mercado brasileiro apenas uma vacina contra a leishmaniose visceral canina
esta devidamente registrada no MAPA, a Leish-Tec, comercializada pelo laboratorio
Hertape Calier Saude Animal. A Leishmune®, que era comercializada pelo laboratério
Fort Dodge Saude Animal, foi descontinuada. Apesar de tais vacinas ja terem passado
pelos estudos de fase I, Il e Ill, o Ministério da Saude, através da normativa
interministerial 31 (IN-31), ndo recomenda o0 seu uso em salde publica por entender que
testes complementares para esse fim sdo necessarios e manteve a indicacédo de eutanasia
de animais soro-reagentes, mesmo vacinados, que porventura sejam encontrados nas
areas de transmissao onde inquéritos caninos foram realizados (Nota Técnica de 29 de
setembro de 2005), dado que os testes diagndsticos utilizados pelos laboratérios publicos

nao conseguem distinguir entre animais vacinados e naturalmente infectados.

2.4— Nucleotideos extracelulares e Ecto-Nucleosideo Trifosfato Difosfohidrolases

Os nucleotideos extracelulares s&do descritos na literatura como moléculas
mensageiras em diversos tipos celulares. No sistema imune eles participam da regulacao
das respostas pro-inflamatorias, incluindo a proliferacdo de linfocitos, a producéo de

espécies reativas de oxigénio (ROS) e da liberacao de citocinas e quimiocinas [37].

No ambiente extracelular os nucleotideos (ex: ATP, UTP, ADP e NAD),
nucleosideos e seus derivados séo liberados de forma controlada por diferentes tipos
celulares para fornecer as respostas iniciais da sinalizacdo purinérgica [38]. Os
componentes finais da via de sinalizacdo purinérgica compreendem as ecto-nucleotidases,
gue hidrolisam nucleotideos extracelulares para gerar outros nucleotideos e nucleosideos.
Assim, as ectarcleotidases podem “desligar” a sinalizagdo através da diminuigdo da
concentragdo dos substratos que ativam o receptor purinérgico, ou elas podem “ligar” a
sinalizacao se o produto de sua atividade for um ativador da via purinérgica [39],[40].

Dentre as importantes enzimas que formam a familia das ecto-nucleotidases estao
as Ecto-Nucleosideo Trifosfato Difosfohidrolases (E-NTPDases) [41], que podem ser

encontradas na superficie celular, nas membranas de algumas organelas, soltveis no
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citosol, ou até mesmo secretadas [42]. Essa familia de proteinas compartilha cinco
dominios conservados, chamados de regides conservadas de apirase (ACRs), que sdo
essenciais para sua atividade catalitica [39], [43], [44]. Resumidamente, as E-NTPDases
hidrolisam ATP a ADP e esten AMP, que pode ser hidrolisado em adenosina pela 5°-
ecto-nucleotidase [45].

Estas enzimas possuem diversos papéis nas vias de sinalizacdo de organismos
eucarioticos [46],[47],[48],[49],[50]. Muitos patdgenos podem subverter a resposta
imune do hospedeiro através da producdo de adenosina, que é o produto final da acéo
conjunta da E-NTPDase com5&ecto-nucleotidase. Este nucleosideo modula fungdes
celulares via receptores de membrana acoplados as proteinas G (A1, A2A, A2B, A3) [51]

A expressao diferencial dos receptores de adenosina em varios estagios da inflamacao é
importante para um controle preciso de sua capacidade de resposta, maximizando suas
habilidades em alterar as funcdes celulares de forma que geralmente leve a uma
restauracado da homeostase [52].

As E-NTPDases ja foram encontradas em varios parasitos protozoarios:
Toxoplasma gondii [53], Trichomonas vaginalis [54], Trypanosoma cruzi [55],
Leishmania amazonensis [56leishmania braziliensis [57] e outros organismos [58].

Em Tripanossomatideos essas enzimas séo importantes componentes da via de salvagao
de purinas [55], visto que esses parasitos sao incapazes de realizar a sintese de novo de

purinas [59]; além de outros papéis que seréo discutidos no proximo tépico.

2.5 - Ecto-Nucleosideo Trifosfato Difosfohidrolases de Leishmania

Vérias moléculas secretadas ou expressas por Leishmania estdo de alguma forma
relacionadas a inativacao de fun¢des importantes nos macréfagos, tais como a producéo
de 6xido nitrico (NO), interleucina-12 (IL-12), fator de necrose tumoral alfa G)NF-
espécies reativas de oxigénio (ROS). Essas moléculas modulam as vias de sinalizacéo da

célula hospedeira favorecendo a infec¢do e manutengéo do parasito [60].

Durante os ultimos anos as E-NTPDases vém se destacando como moléculas
importantes para a infectividade de Leishmania e também como fatores de viruléncia
Dados da literatura sugerem que as E-NTPDases participam do estabelecimento da
infecgéo [8],[7], do desenvolvimento de sinais clinicos [9] e promovem inibicdo da
ativacao de macrofagos [61]. Nesses organismos foram identificadas duas isoformas de
E-NTPDases: a E-NTPDase 1 (de aproximadamente 70 kDa), também conhecida como
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guanosina difosfatase e que é mais similar a E-NTPDase 1 de T.dasmita pela
primeira vez por nosso grupo de pesquisa [55]; a E-NTPDase 2 (de aproximadamente 40
kDa), também conhecida como uma ATP-difosfohidrolase ou nucleosideo difosfatase
[58].

O primeiro grupo a estudar as ecto-nucleotidases na superficie de Leishmania foi
o coordenado por Meyer-Fernandes, que demonstrou a presenca de ecto-ATPases
dependentes de Mg em promastigotas de Leishmania tropica [62]. Posteriormente o
mesmo grupo também demonstrou a presenca de uma ecto-ATPase dependente de Mg
em L. amazonensis e sua possivel participacdo na aquisicdo de adenosina e na.viruléncia
Pela primeira vez foi demonstrado que promastigotas virulentos de L. amazonensis
apresentavam maior atividade ecto-ATPasica quando comparados a uma cepa nao
virulenta [63]. Posteriormente, Maioli e colaboradores relataram que L. amazonensis
possui uma maior atividade AMPasica que L. brazliensis, tendo essa diferenca de

atividade uma correlagéo positiva com a imunossupressao em camundongos [8].

Em 2006, Pinheiro e colaboradores demonstraram que a E-NTPDase de superficie
da L. amazonensis é uma proteina da familia CD39 e que essa enzima poderia ter um
importante papel na via de salvacao de purinas. Os autores também relataram uma maior
expressao e atividade dessas proteinas nas formas amastigotas, além de observar que a
adenosina regula negativamente a expressao dessa enzima. Adicionalmente, também
relataram que anticorpos contra E-NTPDases levaram a uma diminuicdo da adesao de
promastigotas em macréfagos peritoneais de camundongos [56].

No ano de 2008 Marques-da-Silva e colaboradores demonstraram que L.
amazonensis, espécie mais virulenta, hidrolisa quantidades maiores de ATP, ADP e AMP
qgquando comparada a L. braziliensis e L. major, o que pode ser relacionado a maior
expressdo da E-NTPDase 2 na membrana de L. amazonensis. Além disso, os autores
observaranuma maior atividade AMPasica pela 5’-ecto-nucleotidase deste parasito, que
foi relacionada ao aumento nos tamanhos das lesdes e da carga parasitaria, além de um

atraso na cura das lesdes nas infec¢des causadas em modelo murino [27].

Recentemente Gomes e colaboradores investigaram o papel da E-NTPDase 2 de
L. amazonensis na infeccédo de macréofagos. Os autores observaram que uma alta atividade
desta enzima na superficie dos parasitos aumentou as taxas de sobrevivéncia em células

ativadas por LPS/IFN- Por outro lado, a inibicdo da E-NTPDase 2 causou uma
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diminuicdo das taxas de sobrevivéncia e maior ativacdo dos macrofagos, além de ter

levado a uma reducéo da sobrevivéncia do parasito em macréfagos J774 ativados [61].

Os relatos consistentes da participacdo das E-NTPDases de L. amazonensis na
infecc@o e a evidéncia da presenca das mesmas ortélogas as E-NTPDases 1 e 2 em L.
infantum impulsionou nosso grupo de pesquisa a caracterizar essas enzimas nesta espeécie.
Em 2013, foi investigado o uso da E-NTPDase-2 de L. infantum (Lic-E-NTPDase-2)
como antigeno para diagndstico de Leishmaniose Visceral Canina (CVL) por ensaio de
ELISA. Neste trabalho, anticorpos contra a E-NTPDase-2 foram detectados nas amostras
de 100% dos cées infectados, independentemente do estagio da doenca, demonstrando a
expressdo desta proteina em L. infantum e destacando sua imunogenicidade [12].
Posteriormente, nosso grupo estudou a atividade ecto-nucleotidasica da Lic-E-NTPDase-
2, sua expressao em promastigotas e sua possivel participacdo na infeccao de macréfagos.
Foi confirmado que essa enzima € uma nucleotidase genuina da familia CD39, j& que sua
capacidade de hidrolisar nucleotideos tri e difosfatados (ATP, ADP, GTP, GDP, UTP e
UDP mas ndo AMP) é dependente de céations divalente$' (Mg C&*) e inibida
parcialmente através do uso de inibidores da familia CD39. A atividade nucleotidasica da
proteina recombinante foi similar a observada em promastigotas vivos e adicionalmente,
foi detectada a expressao das E-NTPDases na superficie dessas células. Também foi
investigado o papel da Lic-E-NTPDase-2 durante a adesao e infeccao por L. infantum em
macrofagos, onde os resultados sugerem que esta proteina participa como um facilitador
desses processos. Em ensaios realizados com anticorpo anti-E-NTPDase-2 ou com a
proteina recombinante, ambos funcionando como competidores, observou-se significante
diminuicdo nos indices de adeséo e infeccdo dos macréfagos; entretanto, a proliferacédo
do parasito dentro dessa célula néo foi afetada. Desde modo, os resultados sugerem a
existéncia de um possivel sitio de ligacéo (talvez um receptor desconhecido) para a Lic-
E-NTPDase-2 em macréfagos, que poderia participar na facilitacdo da adesédo e da
infeccdo [58]. Estes dados corroboram com resultados anteriores observados em

Trypanosoma cruzi [64].

2.6— Sistemas de expressao heterdloga

O advento da clonagem génica aliado ao posterior surgimento da técnica de reacéo

em cadeia da polimerase (PCR) permitiram que inUmeras novas possibilidades fossem
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criadas dentro dos laboratérios de pesquisa. Além do surgimento de novas disciplinas
(biotecnologia moderna, ciéncia forense, ecologia molecular, arqueologia biomolecular,
entre outras), surgiram também os grandes projetos de sequenciamento de genomas,
estudos nos processos de regulacdo de genes, identificacdo de organismos pela

filogenética molecular, isolamento e caracterizacdo de genes individuais, entre outros.

No dominio @s incontaveis ferramentas de biologia molecular disponiveis,
sugiram diversos sistemas de clonagem moleeuiambém de expressdo de proteinas
recombinantes, que permitem o isolamento e a producdo de proteinas especificas para
diferentes finalidades biotecnoldgicas. Na teoria, 0s passos para se obter uma proteina
especifica sdo relativamente simples: escolha do sistema de expressao, isolamento do
gene alvo, clonagem molecular, expressao e purificacdo. Entretanto, a simplicidade ndo
deve ser confundida com facilidade, ja que varias caracteristicas das proteinas alvo devem
ser avaliadas antes de se escolher um sistema de expressao, pois cada um possui seus
pontos positivos e negativos. Dentre as principais caracteristicas a serem avaliadas estao:
tamanho do gene/proteina a ser expresso, localizacdo intracelular ou secrecéo,
obrigatoriedade de dobramento correto, padréo de glicosilacéo, presenca de codons raros,
rendimento final e necessidade de aumento na escala de producdo, estratégia de

purificacéo, entre outros.

Em geral, a primeira escolha dos pesquisadores que buscam obter determinada
proteina é a sua clonagem e expressdo em E. coli, que é um organismo ja bastante
conhecido e explorado na ciéncia, com diversas ferramentas disponiveis. Como sistema
de expressao possui muitas vantagens: € simples de manusear e barato, a proteina alvo
pode ser obtida em poucas horas e com alto rendimento, grande variedade na
disponibilidade de técnicas e de protocolos na literatura cientifica. Até o ano de 2003,
aproximadamente 80% das estruturas tridimensionais de proteinas depositadas no banco
de dados (PDB) foram obtidas através da expressao em sistemas bacterianos (90% deles

obtidos via expressdo em sistemas pET, baseados no promotor T7) [65].

No entanto, mesmo com as diversas vantagens, os sistemas de expresséo baseados
em E. coli possuem suas limitacbes. Um dos fatores limitantes conhecidos é o0 uso
preferencial de cédons (codon bias usage), visto que alguns RNAs transportadores
(tRNAs) correspondentes a arginina, prolina, isoleucina e leucina s&o encontrados em
baixas quantidades nesta bactéria [66]. Existem estratégias disponiveis para contornar
esse problema e dentre as mais utilizadas estdo: o uso de cepas modificadas, como a BL21
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(DE3) por exemplo, que contém copias extras dos tRNAs raros [67]; a construcao
sintética do gene, de modo a substituir os cédons raros por cépias mais frequentes [66]
No entanto, em alguns casos relatados na literatura essas metodologias produziram efeitos
indesejaveis, visto que a relacdo entre a expressao heterdloga e o uso de codons
preferenciais ndo é tdo simples como algumas vezes € sugerida [68]. O trabalho publicado
por Lammertyn e colaboradores por exemplo, mostrou que o ajuste de codons levou a
uma diminuicdo da estabilidade do mRNA e consequentemente a um menor rendimento

na expressao [69].

Outra situagcédo que pode ser um empecilho e que muitas vezes ocorre durante a
superexpressao de proteinas recombinantes em E. coli € a formacao de corpos de incluséo,
gue sdo agregados citoplasmaticos ou periplasmaticos insoluveis de proteinas dobradas
incorretamente [70]. A recuperacao de proteinas em suas formas ativas a partir dos corpos
de incluséo pode ser muitas vezes trabalhosa, adicionando passos extras aos experimentos

e muitas vezes resultando em baixo rendimento na obtenc&o da proteina de interesse [71]

Existem outros sistemas procarioticos que sdo menos utilizados mas que oferecem
algumas vantagens a expressao em E. coli, tais como a possibilidade de secrecao das
proteinas-alvo para o meio de cultivo [72],[73],[74], auséncia de endotoxinas [7.3],[74]
Contudo, esses sistemas também sofrem com alguns inconvenientes similares aos
observados em E. coli, dentre eles o dobramento incorreto, formacdo de corpos de
inclusdo e degradacédo da proteina de interesse (LactococcydTa¢ti®utros sofrem
com instabilidade genética de plasmideos e necessidade de integracdo dos genes
recombinantes no genoma, o que diminui os niveis de expressao (Bacillus) [73]; limitac&o
guanto ao tamanho das proteinas expressas (Caulobacter crescentus) [74]; baixos niveis

de expresséo (Streptomyces lividpj7s].

Alguns organismos eucariéticos também vém sendo utilizados para expressao
heteréloga de proteinas, com destaque paealliras, células de mamiferos, células de

insgo e Leishmania.

Os beneficios no uso de leveduras como sistema de expressao sdo sua capacidade
de crescer em grande densidade celular, secretar grandes quantidades da proteina
recombinante (similar a bactéria em alguns casos) e realizar modificacdes pos-
traducionais (glicosilacédo). No entanto, os padrdes de glicosilagdo obtidos em leveduras

sao diferentes do organismo original, geralmente levando a uma super-glicosilacado da
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proteina recombinante [76]. As leveduras também possuem limitacdes quanto ao uso de
promotores, visto que promotores heterdlogos ndo funcionam nesse sistema [77]. Dentre
outros problemas, em alguns tipos de proteinas os rendimentos de expressao séo baixos,
particularmente em casos de producdo de hetero-oligdmeros, proteinas de membrana ou

proteinas propensas a degradacéao proteolitica [78].

A expressao de proteinas em sistemas baseados em linhagens celulares de
mamiferos sdo implantados quando o padrdo de glicosilacdo da proteina alvo possui
relevancia na atividade da molécula (receptores, secrecdo, moléculas de adesdo,
reconhecimento) ou quando é necessaria a producdo de proteinas de alto peso molecular
(tais como fatores do sangue e anticorpos multiméricos) [66]. Dentre as desvantagens
desse sistema, destacam-se o crescimento lento das células, niveis de expressdo mais
baixos, meios de cultivo bem mais caros, necessidade de crescimento em meios mais

complexos [77].

As linhagens celulares de inseto possuem algumas vantagens quando comparadas
as de mamiferos. Elas crescem bem em meios de cultura definidos, sem a necessidade de
adicao de produtos de origem animal e possuem um perfil viral mais seguro, os niveis de
expressdo sdo melhores e crescem mais rapido [66],[77]. As células de inseto realizam
modificacdes pos-traducionais, como a N-glicosilacdo, mas com algumas diferencas na
natureza das cadeias de oligossacarideos. Provavelmente isto ocorre porque as células de
inseto ndo conseguem processar 0s oligossacarideos maduros da mesma forma que as
células de mamiferos [79]. Além do mais, apesar de os sinais de secrecdo de mamiferos
serem reconhecidos pelo sistema de insetos, outros sitios de protedlise sdo mal ou néo

reconhecidos nessas culturas [80].

2.7— Leishmania tarentolae como sistema de expressao

A familia Trypanosomatidae, onde destacam-se 0s géneros Leishmania
Trypanosoma, possui caracteristicas Unicas. Os MRNAs desses organismos s&o
transcritos como precursores policistronicos, processados de maneira pos-transcricional
em mRNAs individuais por mecanismos de trans-splicing e poliadenilacdo nas regides
intergénicas. A regulacdo da expressédo proteica ocorre principalmente a nivel do RNA e
pode ser influenciada pela estrutura das regifes intergénicas [81A[GRjura 3

demonstra o processo geral de sintese do mMRNA em tripanossomatideos.
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FIGURA 3: Processo geral da sintese de mMRNA em tripanossomatideos. Odeagsessorganismos estéo
organizados em grandes grupos policistronicos (ORFs, em vermekopdais na mesma fita de DNA
de um cromossomo. Os genes do RNA Splice leader (SL, em azul) esliZadosaem outro cromossomo,
contendo varias cOpias em tandem dessas estruturas. A transcrigdo policistrénica @ petaliRNA
Polimerase Il e os mMRNAs maduros séo obtidos por duas rea¢des de clivageneira, chamada de
trans-splicing, adiciona o SL na regi& terminal de todos os transcritos de Leishmania, e a segunda, a
poliadenila¢cdoadiciona nucleotideos de adenina na regido 3’ terminal dos transcritos [81],[82]. Fonte:

manual do sistema LEXSYcon2 Expression Kit (Jena Bioscience).

Os integrantes desta familia sdo organismos ricos em glicoproteinas, que podem
compreender até mais de 10% das proteinas totais [83]. Muitas vezes as estruturas dos
oligossacarideos dessas glicoproteinas sédo similares as de mamiferos e em alguns casos,
podem até incluir oligossacarideos complexos, como por exemplo a fucose, residuos de

acido sialico ex-galactose [84].

A disponibilidade de ferramentas moleculares aliadas as modificacbes poés-
traducionais realizadas pelos membros da familia Trypanosomatidae os torna bastante
atrativos para o uso em aplica¢des biotecnoldgicas. Gragas a esfor¢os de parasitologistas
moleculares, alguns métodos de manipulacdo genética e expressdo heterdloga em
membros desta familia ja foram reportados com sucesso. Proteinas de mamiferos
produzidas a partir desses organismos foram purificadas em pequenas quantidades
(microgramas por litro de cultura) mas biologicamente ativas [85],[86],[87]. Entretanto,

baixo rendimento ndo € o maior dos problemas e sim o fato desses ensaios terem sido
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realizados com espécies patogénicas a humanos. Dentre outros empecilhos também
devem ser consideradas as baixas taxas de crescimento e a necessidade do uso de soro
para o cultivo, limitando assim o potencial desse sistema de expressao [88].

O protozoario Leishmania tarentolae, isolado inicialmente da lagartixa Tarentola
mauritanica [89], é um parasito ndo patogénico a mamiferos encontrado em algumas
espécies da familia Gekkonidae. Em 2002, Breitling e colaboradores desenvolveram um
vetor de expressdo para L. tarentolae capaz de promover producdo de proteinas
heterélogas em alto rendimento, tanto via producao intracelular quanto via extracelular
(secrecéo), denominando este como Sistema de Expressdo em Leishmania (LEXSY -
Leishmania Expression System). Através da integracdo dos genes de interesse ao locus da
subunidade 18S do DNA ribossémias\) as proteinas escolhidas foram produzidas via
expressao constitutiva, sob controle da RNA polimerase | [88]. A arquitetura deste

sistema de expressao € mostrada na figura 4.

Linearized
expression plasmid

RNA pol |

Gmmnmmn
\

ISS l I Isu (28S) I )~ rDNAlocus

FIGURA 4: Arquitetura do sistema LEXSY constitutivo (cepa P10). O plasmideo lindar&atilizado
na transfecgcdo da célula e integrado na regido do gene 18S do sRINAdr recombinacdo homologa.

Fonte: retirada do site www.jenabioscience.com (Jena Bioscience).

Também ja foi investigiaa capacidade dessa espécie em produzir glicoproteinas
recombinantes. A expressao da eritropoietina humana (EPO) em L. tarentolae provou que
essa proteina foi eficientemente secretada, clivada na regido apropriada, mostrando-se
biologicamente ativa nos ensaios. Ao se analisar as estruturas dos N-glicanos, foi
constatado que L. tarentolae foi capaz de produzir glicosilacbes semelhantes as de
eucariotos superiores, notando-se apenas a auséncia de acido sialico. Além disso, o

repertorio de glicosilagéo produzido por essa célula demonstrou bastante homogeneidade,
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0 que é particularmente importante em estudos estruturais de proteinas (cristalizacao) ou
na producado de produtos para fins farmacéuticos (onde a consisténcia na glicosilacao é
alvo de regulamentacao rigorosa). Na discussao do trabalho, os autores sugeriram ainda
a possibilidade de aumento dos niveis de expressao atraves da integracdo de mais copias
do gene de interesse ou pela clonagem deste gene sobre o controle de um promotor
heterodlogo forte [88], como a T7 RNA polimerase (que se mostrou 10 vezes mais eficiente
que a Pol | em Trypanosomatidae) [90],[91].

Um problema fundamental na expresséo de proteinas heterélogas em organismos
eucaridticos esta relacionado ao fato de todos esses sistemas serem baseados em
organismos de vida livre que utilizam sua RNA polimerase Il endégena (Pol Il) para
realizar a transcricdo. Devido as constantes alteracdes no meio em que vivem, 0S
eucariotos de vida simples séo forgcados a controlar constantemente sua expressao génica,
principalmente em nivel transcricional. Em alguns casos, induzir a superexpressao de
proteinas heterdlogas pode afetar a fisiologia do hospedeiro, levando a uma reducéo da
expressdo da proteina recombinante pela ativacdo de mecanismos de controle
transcricionais. A complexidade desta maquinaria de controle transcricional opde-se a

construcdo de eucariotos que produzam grandes quantidades de proteinas [92].

7

Uma das manipulacbes que obtiveram sucesso e que é amplamente utilizada
atualmente foi obtida com a implementacdo da maquinaria de transcri¢do/traducdo do
bacteriéfago T7 (T7 polimerase) em sistemas de expressao baseados em E. éoli [93]
bactéria ndo consegue controlar a polimerase de alta processividade do fago, que inunda
a célula do hospedeiro com RNA heterélogo. Contudo, transplantar essa abordagem para
as plataformas de expressdo eucarioticas ndo € possivel devido ao acoplamento da
transcricdo do DNA com o processamento de RNA. Transcritos gerados por RNA
polimerases estrangeiras permanesamo CAP 5’ nas células eucarioticas, sendo assim
degradados [94]. Existem duas solu¢fes possiveis para esse problema: desenvolver um
sistema onde a adicdo do CAP 5’ pode ser ignorada ou utilizar um organismo onde a
transcricéo e a traducéo sao naturalmente desacopladas. A primeira abordagem utilizaria
a traducdo mediada por um mecanismo independente da adi¢do do CAPS’, mas esta
estratégia complicada ja que necessita da identifica¢c&sitis de entrada internos do
ribossomo (IRES) e essas sequencias ndo foram encontradas até agora em nenhum

sistema existente [95].
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Em 2005, Kushnir e colaboradores utilizaram-se da segunda solucédo.
Aproveitando-se das caracteristicas Unicas da maquinaria de transcricdo/traducdo dos
Tripanosomatideos (citadas anteriormente) e da capacidade de Leishenania
Trypanosoma em tradueim de forma eficiente mMRNAs gerados pela RNA polimerase |
ou via polimerases estrangeiras (tais como a T7 e T3 RNA polimerases) [96]497]. O
autores construiram um sistema de expressao baseado em uma cepa transgénica de L.
tarentolae, criada através da integracdo dos genes da T7 RNA polimerase e do repressor
de tetraciclina (TET) em seu genoma (figura 5). Apés a construcéo e estabiliaacdo d
cepa T7TR, o gene da proteina reporter EGFP foi clonado sob o controle do promotor
T7 e o rendimento final da expressao compreendeu 1-2% de proteinas totais (10 a 20
mg/L, compativeis com o observado anteriormente para o sistema constitutivo). Ao
utilizar duas copias do gene da egfp integradas em diferentes locais do genoma, os niveis
de expressao atingiram 4% das proteinas celulares totais. Ainda, os autores destacam que
o sistema induzivel tem vantagens em relacdo ao sistema constitutivo em situacées onde

a expressédo de proteinas potencialmente toxicas é necessaria [92].

Os sistemas constitutivos e induziveis de L. tarentolae foram implementados com
sucesso mas ambos ainda possuem uma limitagdo em comum, que € o humero limitado
de copias do gene alvo dentro do genoma da célula hospedeira. Apesar de ser possivel
aumentar o numero de copias de genes integrados no hospedeiro, esses processos sao
muito lentos e requerem bastante trabalho. Para tentar contornar as limitacbes d
arquitetura induzivel, em 2011 Kushnir e colaboradores desenvolveram vetores de
expressdo multicopia extracromossomais circulares e lineares, utilizados para transfectar
aslinhagensI' 7-TR desenvolvidas no trabalho anterior. Em ambas arquiteturas a maioria
dos genes testados foram expressos niveis de expressao em alguns casos atingiram
até 300 mg/L (10% das proteinas totais). Contudo, nos experimentos onde as células
foram transfectadas com plasmideos circulares apenas 20% da populacao total de células
demonstrou altos niveis de expressao. E importante também destacar que 0os mecanismos
de manutencgéo e propagacao epissomal se mostraram Unicos em cada caso, com possivel

integracao dos cassetes de expressao nos cromog9&jnos
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FIGURA 5: Arquitetura do sistema LEXSY induzivel (cepa T7-TR). O plasmideo linear&aiilizado

na transfecgéo da célula e € integrad®onus do gene da ornitina descarboxilasdc( por recombinagao
homdéloga (sistema integrativo) [92]; ou transfectado na forma ciroulnear, permanecendo como um
elemento extra-cromossomal (sistema episdpo genoma da célula [98] . Fonte: retirada do site

www.jenabioscience.com (Jena Bioscience).

Dentre as vantagens adicionais do sistema L. tarentolae, ainda vale destacar que
seu cultivo pode ser realizado em meios baratos em volumes de 100 L (atingindo
densidade de 4 x §0élulas por mL), séo células de facil rompimento (detergentes suaves
ou sonicacao sao suficientes), permitem a producéo da proteina heteréloga no citoplasma
da célula ou sua secrecado para o meio de cultivo, podem ser cultivadas em meio definido

(menores contaminagdes para fins farmacéuticos) [88].

2.8 — Leishmania tarentolae e seu uso como modelo experimental para triagem de

potenciais drogas leishmanicidas

Os hospedeiros vertebrados naturais de L. tarentolae compreendem algumas
espécies de lagartos da familia Gekkonidae. Esses répteis podem contrair o parasito
através da picada do inseto vetor (fleb6tomo do género Sergentomyia) ou pela sua
ingestdo. No réptil, o parasito vive predominantemente em sua forma promastigota,
podendo ser encontrado na corrente sanguinea ou colonizando o l[imen da cloaca ou do
intestino [99]. Mesmo observando-se promastigotas ou amastigotas livres na corrente
sanguinea dos répteis, em seus mondcitos raramente foram encontradas amastigotas
[99],[100].
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Para avaliar a utilidade de L. tarentolae como modelo para triagem de agentes
leishmanicida, Taylor e colegas conseguiram pela primeira vez cultivar essas células nas
formas amastigotas axénicas e confirmaram a capacidade das mesmas em infectar varias
células de mamiferos. Os autores notaram que apesar de as amastigotas infectarem
macrofagos in vitro, elas foram incapazes de causar qualquer patologia ou sintomas
ligados as manifestacdes da doenca em hamsters ou camundongos. Esses resultados
sugerem que L. tarentolae € um bom modelo para realizacdo de testes irevitro d

compostos com potencial atividade leishmanicida [101].

2.9- Leishmania tarentolae e seu uso na producao de vacinas vivas

O sequenciamento do genoma da cepa Parrot-Tarll de L. tarentolae permitiu
realizar importantes comparacdes entre 0 genoma desta espécie com 0s genomas de
leishmanias patogénicas. Primeiramente observou-se que as espécies possuem entre si um
namero proximo de genes, em aproximadamente 8200. Além disso, apesar de muitos anos
de divergéncia dentro do género, ao se comparar o genoma de L. tarentolae com os das
espécies patogénicas (L. infantum, L. major, L. braziliensis) foi possivel observar que ha
bastante conservacdo do conteudo génico entre estes organismos. Foram encontradas
algumas divergéncias entre um numero limitado de regibes cromossomais de L.
tarentolaee L. infantum, enquanto que para L. major essas regifes permaneceram
sinténicas (genes situados no mesmo cromossomo). De uma forma geral, mais de 90%
dos genes de L. tarentolae sdo compartilhados com outras espécies de Leishmania. Os
autores deste trabalho identificaram 95 sequéncias preditas exclusivas de L. tagentolae
250 genes ausentes nessa espécie. Notoriamente, a maioria dos genes ausentes foram
agueles que sdo encontrados somente na fase amastigota das espécies patogénicas.
Adicionalmente, genes envolvidos na defesa antioxidante ou relacionados ao transporte
mediado por vesiculas foram identificados em menor represemtiagidgarentolae. De
um modo geral, o conteido genético de L. tarentolae parece ser mais adaptado ao estagio
promastigota do inseto que ao estagio amastigota do mamifero, o que em parte explica o
porqué dessa espécie ser menos adaptada para infectar macréfagos humanos e por serem

reportadas como organismos predominantemente livres nos lagartos [102].

Apesar de nao infectar efetivamente mamggem L. tarentolae sdo encontrados

conhecidos fatores de viruléncia de espécies patogénicas de Leishmania (L. infantum, L.
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braziliensis L. major) tais como GP63, LPG3, CPB, amastina, entre outros [102],[103]
Dentre os fatores de viruléncia ausentes em L. tarentolae destaca-se a proteina A2,
expressa somente na fase amastigota e primeiramente identificada no complexo L.
donovani [104]. Esta proteina é considerada um dos principais fatores de viruléncia em
mamiferos e em humanos. Sua transfeccdo e expressdo em L. major alterou
consideravelmente o tropismo do parasito de cutdneo para visceral [105]4106].
expressao recombinante da proteina A2 em sistema LEXSY aumentou a infectividade e
sobrevivéncia de L. tarentolae no figado de camundongos BALB/c quando comparada
com a célula selvagem. De acordo com Mizbani e colaboradores, apesar dos mecanismos
ainda serem desconhecidos, a perda do gene A2 pode ter sido um dos fatores que
contribuiu para a perda de viruléncia de L. tarentolae [107].

Sabe-se que L. tarentolae pode infectar células fagociticas humanas e se
diferenciar em amastigotas, mas ndo ha evidéncias concretas sobre sua replicacdo em
macrofagos [108],[101Em testes realizados in vitro, esta espécie demonstrou tropismo
exacerbado por células apresentadoras de antigenos e sobreviveu em seu interior por
varios dias, mas os ensaios de infeccdo em camundongos BALB/c sugerem que estes
parasitos nao persistem por muito tempo. Utilizando L. tarentolae expressando GFP,
Breton e colaboradores demonstraram que 1 més apdés a infeccdo nos camundongos nao
foram encontrados parasitos fluorescentes nas culturas de baco e figado isolados.
Entretanto, em analises microscopicas de tecido humano linfoide cultivado ex vivo, foram
detectados parasitos duas semanas apoOs a infeccdo. Mesmo em camundongos com
imunodeficiéncia combinada severa (SCID), que ndo possuem células Be T, L. tarentolae
foi incapaz de promover qualquer tipo de patologia, independentemente da dose ou da

rota de administracéo do parasito [108].

A vacinagdo de camundongos susceptiveis BALB/c com L. tarentolae forneceu
niveis significantes de protecdo em desafio realizado contra L. donovani. Além disso, a
estratégia de vacinagdo utilizando-se L. tarentolae pode ser otimizada pela clonagem e
expressdo de epitopos das cepas virulentas ou em combinacdo desta leishmania
recombinante com vacinas de DNA (prime-boost), afim de se obter protecbes mais
efetivas e duradoras contra as infec¢des por parasitos virulentos. Assim, L. tarentolae
pode ser considerada um candidato promissor para a producdo de vacinas vivas contra
Leishmania e talvez, até de outros patdgenos intracelulares que dependam da imunidade

mediada por células-T para a protecao [108].
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3 - JUSTIFICATIVA DA PROPOSTA

Como citado anteriormente, o grupo de pesquisa coordenado pela Prof.2 Dra.
Juliana Lopes Rangel Fietto desenvolve pesquisas investigando a relagdo entre a
viruléncia dos parasitos do género Leishmania e de Trypanosomeerdierentes
espécies e cepas, focando especialmente a relacédo entre as ecto-nucleotidases e o controle
da infeccdo ou resposta imune do hospedeiro. As E-NTPDases 1 e 2 de L. infantum ja
foram clonadas, expressas e caracterizadas em sistema bacteriano (pelos doutores
Matheus Silva e Bastos e Raphael de Souza Vasconcellos, respectivamente) e a potencial
aplicacdo dessas enzimas como agentes vaeiadvos de drogas foram objeto de patente

por N0Sso grupo de pesquisa.

Recentemente nosso grupo de pesquisa adquiriu dois kits do sistema LEXSY
(Jena Bioscience), um de expressao constitutiva e outro de expressao induzivel. Como L.
tarentolae € um organismo extremamente proximo a L. infantum em sua constituicdo
genética, além da capacidade dessa célula em realizar modifica¢cdes pos-traducionais e da
sua aplicabilidade como protétipo para producdo de vacinas vivas, acreditamos que a
producdo das E-NTPDases nesse sistema seria um caminho evidente a ser seguido. A
possibilidade de se olstema proteina com suas propriedades praticamente originais a do
organismo alvo pode abrir novas perspectivas acerca da atividade e da importancia dessas
enzimas em L. infantum e outras espécies patogénicas. Além disso, as modificacdes pos-
traducionais podem levar a um aumento na imunogenicidade destas proteinas, otimizando
a sensibilidade de kits de diagnéstico para leishmaniose e favorecendo seu uso na

producao de vacinas vivas.
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4—- OBJETIVOS

4.1 - Objetivos gerais

Devido aos resultados promissores apresentados pelas E-NTPDases 1 e 2 de L.
infantum chagasi (Lic-E-NTPDases) expressas em sistema bacteriano e tendo em méaos
as ferramentas do sistema LEXSY, este projeto tem como objetivo a padroniza¢éo do uso
desse sistema para a producdo heterdloga destas proteinas em L. tarentolae, almejando

avaliar seu potencial em aplicaces biotecnoldgicas.

Além disto este trabalho se propds a realizar revisédo de literatura no ambito das

E-NTPDases de Leishmania e sua interacdo com a sinalizacdo purinérgica na infeccao.

4.2 - Objetivos especificos

- Desenhar diferentes construcbes abordando estratégias distintas para a expresséo das
Lic-E-NTPDases em sistema LEXSY;

- Amplificar assequéncias maduras das Lic-E-NTPDases 1 e 2 e clonar os amgfitons

sistema LEXSY induzivel;

- Padronizar as metodologias de transfeccdo, selecdo clonal e deteccdo dos possiveis
clones expressores da cepa T7-TR de L. tarentolae utilizando as construgcbes deste

trabalho;

- Pré-selecionar os clones de maior expressao via deteccdo da co-expressao da proteina
mCherry;

- Detectar a expressao da proteina alvo nos clones selecionados;

- Induzir maiores volumes de cultura para posterior purificagdo das proteinas

recombinantes por coluna de afinidade a cauda de histidina (6xHis).
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5- MATERIAIS E METODOS

5.1- Técnicas Basicas de Biologia Molecular e Bioquimica

Todas as técnicas basicas para biologia molecular e bioquimica ndo descritas
detalhadamente nesta secdo, tais como preparo de géis de agarose e de poliacrilamida
(SDS-PAGE), eletroforese de DNA e de proteinas, preparo de tampdes, Western Blotting
e Dot Blotting foram realizadas de acordo com os protocolos propostos por Sambrook e

colaboradores [109].

5.2— Organismos

Durante este projeto, foram cultivadas duas diferentes estirpes de E. coli. Para
efetuar as transformacdes bacterianas apés as reacdes de clonagem via kit In-Fusion HD
Cloning (Clontech Laboratories), utilizamos as linhagens competentes Stellar (fornecidas
pelo kit e recomendadas em seu manual). Nos procedimentos que objetivaram a
proliferacdo de plasmideos (antes ou adonagens), foram utilizadas as células da
linhagem DHb.

Também foram cultivadas duas diferentes linhagens de L. tarentolae: a cepa P10,
apropriada para a expressao constitutiva integrf8Biae a cepa T7-TR, adequada para

a expressao induzivel epissomal [98].

5.3 - Estratégias de clonagem

Antes de iniciarmos 0s experimentos propriamente ditos, elaboramos diferentes
estratégias de clonagem para os dois sistemas disponiveis em nosso laboratério, o que
consequentemente necessitou do desenho de alguns conjuntos de iniciadores (primers),

permitindo assim distintas abordagens de clonagem e expressao das Lic-E-NTPDases.

Como nosso o objetivo era realizar as clonagens com a utilizacadrmé-kgion
HD Cloning (Clontech Laboratories), os primers foram primeiramente obtidos através da
ferramenta on-line disponibilizada pela Clonetech

(http://www.clontech.com/US/Products/Cloning and Competent Cells/
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http://www.clontech.com/US/Products/Cloning_and_Competent_Cells/%20Selection_Guides/Online_InFusion_Tools

Selection_Guides/Online_InFusion_Tgdoésem alguns casos modificados manualmente

de acordo com a necessidade de cada estratégia. Estes primers foram desenhados com a
participacdo do Dr. Ramon de Freitas Santos, que também realizou as clonagens virtuais

no programa Geneious 6.0.6 (Biomatters Ltda).

Ao todo foram criadas doze estratégias de clonagem, cada uma compreendendo

um clone, sendo seis para cada Lic-E-NTPDase. Estas abordagens variam de acordo com

o plasmideo utilizado (integrativo constitutivo ou epissomal induzivel), sitios de digestao

utilizados para a clonagem, forma de expressao (citosolica, secretéria ou delecdo do

peptideo sinal), manutencéo ou ndo do peptideo sinal original de cada Lic-E-NTPDase

ou delecdo do peptideo sinal. Os detalhes de cada clone sao especificados no quadro 1.

QUADRO 1: Diferentes estratégias adotadas para a constru¢éo dos clones LEXSY, especificadds de acor

com o nome, detalhes da construgdo, vetores, sitios de restrigéo utilizadatedrghacdo.

Legendas:

Clone Detalhes da construgéo Plasmideo Sitios de Objetivo

LEXSY utilizado restricéo

Clone 1 LmSAP_PST NTPDasel HisTe pLEXSY_IE Xbal MspCl Expressao induzivel
-blecherry4 secretoria da protein.

Clone 2 LmSAP_PST _NTPDase2_  pLEXSY_IE Xbal_Kpnl madura

HisTag -blecherry4

Clone 3 PST_NTPDasel_HisTag pLEXSY_IE Bglll_MspCl Expressao induzivel
-blecherry4 da proteina com seu

Clone 4 PST NTPDase2 HisTag  pLEXSY IE  Bglll_Kpnl peptideo sinal
-blecherry4

Clone 5 LmSAP_NTPDasel_HisTag pLEXSY_IE Xbal_MspCl Expresséao induzivel
-blecherry4 secretoria da protein.

Clone 6 LmSAP_NTPDase2_HisTag pLEXSY_IE Xbal_Kpnl madura
-blecherry4

Clone 7 LmSAP_ASPCS_NTPDasel Hii pLEXSY_IE Sal_MspCl @ Expresséo induzivel

Tag -blecherry4 com delecdo do
Clone 8 LmMSAP ASPCS_NTPDase2 Hi: pLEXSY IE  Sal_Kpnl peptideo sinal

Tag

-blecherry4
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Clone 9 LmSAP_NTPDasel HisTag pPLEXSY- | Xbal_MspCI Expressao
neo2 constitutiva secretoriz

Clone 10  LmSAP_NTPDase2 HisTag pLEXSY- = xbal Kpnl  daproteina madura

neo2
Clone 11 LmSAP _ASPCS NTPDasel Hii pLEXSY- Sal_MspCl Expressao
Tag neo2 constitutiva com

Clone 12 LmSAP ASPCS_NTPDase2 Hii pLEXSY-  Sal_kpnl  delecdo do peptidec

Tag neo2 sinal

-  LmSAP: L. mexicana secreted acid phosphatase (presenca do peptideo sinal do
vetor para expressao secretoria das proteinas alvo)

- PST: Peptideo sinal e regido transmembrana original do gene alvo

- SPCS: sitio de clivagem do peptideo sinal do vetor

- ASPCS: delec¢éo do sitio de clivagem do peptideo sinal do vetor

- NTPDasel: porcao soltuvel da Lic-E-NTPDase 1

- NTPDase2: porcao soluvel da Lic-E-NTPDase 2

- HisTag: cauda de hexa-histidina na regido carboxi-terminal da proteina alvo

5.4— Cultivo deE. coli

O cultivo das linhagens de E. c@lH5a0 e Stellar foi realizado em meio Luria-
Bertani (LB) liquido, constituido de 1% de bacto-triptona (p/v); 0,5% de extrato de
levedura (p/v); 1% de NaCl (p/v); pH ajustado em 7,0. A adi¢do do antibi6tico de selecéo
ampicilina (concentracdo final de 50 pg/mL) foi efetuada somente para a selecdo de
células transformadas com os plasmideos, apds a esterilizacdo do meio e logo antes de
serem realizados os in6culos. O meio LB sélido, utilizado para a selecdo clonal em placas
apos as transformacgdes, continha todos os reagentes citados acima mais adi¢cao de 1,5%

(p/v) de &gar.

5.5— Preparo de E. coli DH® competente e transformacéo de E. coli DHb e
Stellar
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Para a obtencéo E. c@H5a competente, foi realizado um pré-indculo a partir
de 10 pL de células retiradas do estoque mantRIla’C, que foi inoculado em 3 mL de
LB sem a adi¢do de antibiéticos e mantido por 20 horas sob agitacdo a 180 rpm e 37°C.
Posteriormente, este pré-inéculo foi vertido em 100 mL de LB e a cultura foi mantida nas
mesmas condi¢des até atingir D.O 600 entre 0,5 de 0,8 (leitura realizada feita em cubeta
com caminho Gtico de 1 cm). Atingida a D.O, a cultura foi coletada e centrifugadaga 3000
por 5 minutos em temperatura de 4°C. O sobrenadante foi descartado, as células
sedimentadas foram gentilmente suspensas em 40 mL de solucéo ge, CaCHelado
(solucéo estéril e mantida a 4°C) e incubadas em banho de gelo por 40 minutos. Decorrido
este tempo as células foram novamente centrifugadas e posteriormente suspensas em 1,2
mL de solugdo de Cag£0,1 M contendo 15% de glicerol (v/v), sendo posteriormente
distribuidas em aliquotas de 100 puL e estocadas em ultrafreezer a - 80°C. As células
Stellar fornecidas pelo kit In-Fusion HD Cloning j& vém competentes e prontas para

transformacao.

Para se proceder a transformacéo bacteriana, as aliquotas de 100 pL de células
competentes foram mantidas por 20 minutos em banho de gelo na presenca dos DNAs
plasmidiais transformantes (na concentragcdo minima de 50 ng) e depois submetidas a
choque térmico em banho-maria a 42 °C por 50 segundos. Apés esta etapa, os tubos
voltaram para o banho de gelo por mais 2 minutos e as células foram entdo suspensas em
1 mL de meio LB ou SOC (recomendado para as linhagens Stellar) sem antibidtico,
mantidas nessas condicdes por 1 hora sob agitacdo a 18387H6)(no caso dos vetores
exclusivamente bacterianos) ou 30°C (temperatura recomendada para manutencdo dos
plasmideos LEXSY em E. coli). Terminada a recuperacao das culturas, as mesmas foram
centrifugadas a 3000g por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e o sedimento
suspenso em 100 pL de LB. A suspensédo de células foi distribuida em placas LB-agar

com os antibidticos apropriados e mantidas a 30°C por 16 horas.

5.6— Extragdo dos DNAs plasmidiais pLEXSY-neo2 e pLEXSY_IE-blecherry4

ApOs crescerem nas placas, as colbnias isoladas foram coletadas com auxilio de
ponteiras estéreis e inoculadas em 4 mL de meio LB contendo ampicilina. Decorridas 16
horas de cultivo sob agitacéo a 180 rpm e temperatura de 30°C, as células foram coletadas

por centrifugacao e a extracdo do DNA plasmidial foi feita com o uso de kits comerciais
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seguindo os protocolos recomendados pelo fabri¢aetd:lute™ Plasmid Miniprep Kit
— Sigma). Apos as extracgdes, aliquotas de 1 pL eram analisadas em gel de agarose 1%
para conferir a qualidade e rendimento do processo, sendo o restante do material estocado

a— 20°C até seu uso nos experimentos subsequentes.

5.7— Amplificacdo dos genes das Lic-E-NTPDases 1 e 2 por PCR

Como era impossivel prever quais consequéncias a expressao das Lic-E-
NTPDases teriam para o metabolismo de L. tarentolae, optamos por iniciar 0s
experimentos construindo os clones 5 (Lic-E-NTPDase 1) e 6 (Lic-E-NTPDase 2), que
produziriam essas proteinas via expressao induzivel (0 que é uma vantagem em casos
onde a proteina alvo possa ser tdxica para o hospedeiro) e secretadas para o meio de
cultura, prevenindo assim outros efeitos indesejaveis no interior da célula e facilitando
sua purificacdo. Também foram realizados alguns experimentos para clonagem dos
clones 11 e 12, mas nao foram o objetivo principal deste trabalho. Os iniciadores
utilizados neste trabalho estdo especificados no quadro 2. As amplificagcbes das
sequéncias génicas de interesse foram realizadas em um (nico programa no

Termociclador, com suas as caracteristicas demonstradas na figura 6.

QUADRO 2: Conjunto de iniciadores utilizados nos experimentos de PCR.
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Nome do Iniciador Sequencia 5°-3’ Orientagdo = Clones

LEXSY

LMSAP_NTPDasel_ CTGGCGCCTCTCTAGACGCCAACCCG Direto 5
Xbal_FW Primer. CTTCAGTCG

primer 5

LMSAP_NTPDase2_ CTGGCGCCTCTCTAGACCCTCTGCTCT Direto 6
Xbal_FW Primer CCCCATGT

primer 6

LMSAP_ASPCS_NT GGCCGTGTCGGTCGACGCCAACCCGC Direto 11

PDasel_Sall_FW TTCAGTCG

Primer_primer 9

LMSAP_ASPCS_NT GGCCGTGTCGGTCGACCCTCTGCTCT Direto 12
PDase2_Sall_FW CCCCATGT

Primer_ primer 10

NTPDasel RV ATGGTGGTGGGTACCCTTAAGGGTAA Reverso 5ell
Primer GAGAGAGGAGTGAG

(MspCl)_primer 2

NTPDase2_RV TGGTGATGGTGGTGGGTACCTTCCAT Reverso 6el2
Primer CTTGAGCAGGAAG

(Kpnl)_primer 4

98°C 98°C

30 segundos 10 segundos

72°C 72°C

2:30 minutos 8 minutos
65°C
30 segundos

4°C

We = = === o= -

Fim

30 ciclos

FIGURA 6: Ciclo de PCR utilizado para amplificar os genes das Lic-E-NTPDases, deandosas
temperaturas e os tempos e utilizados para desnaturacéo, anelamento dos iniisitbees das fitas

molde, respectivamente.

Nos experimentos onde era necessario obter o produto de PCR para posterior
clonagem foi utilizado o mix de reag&o do CloneAmp HiFi PCR Premix, que acompanha
o kit In-Fusion HD Cloning. Para confirmacdo das clonagens utilizou-se o Dream Taq

Green PCR Master Mix 2X (Fermentas). O preparo dos mix de PCR foi realizado
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seguindo as recomendac0des dos fabricantes. Tanto para as PCRs de DNAs extraidos como

para as PCRs de colonias, o volume de DNA molde utilizado foi semprelde 1 p

5.8— Caracteristicas e digestdo dos plasmideos pLEXSY

As configuracdes disponiveis no sistema LEXSY permitem que as proteinas alvo
sejam produzidas no citoplasma da célula hospedeira ou que elas sejam secretadas para o
meio de cultivo. Esse destin® definido pela presenca ou auséncia da sequéncia
codificante do peptideo sinal da fosfatase acida secretada de L. mexicana (LMSAP), que
pode ser mantido ou retirado de acordo com o local de insercdo do gene alvo nos vetores
LEXSY. Manter o LMSAP no vetor direciona a secrecao da proteina recombinante
produzida para o meio de cultivo; a auséncia do peptideo sinal leva a permanéncia da
proteina alvo no citosol. Os sitios de clonagem dos vetores séo idénticos nas arquiteturas

constitutivas ou induziveis, mostrados na figura 7.

Balll MNeol Slal Sall Xbal

AGA TCT GCC ATG GCC TCG AGG CTC GTC CGT GIG CTG GCC GCC GCC ATG CTG GTIT GCA GOG GCC GTG TCG GTC GAC GCT GGC GCC TCT CTA GAC nnnnn

TCT AGA CGG TAC CGG AGGC TCC GAG CAG GUA CAC GAC GGG CGG CGG TAC GAC GAA CGT CGG OGG CAC AGC CAG CTG CGA CCG CGG AGA GAT CTG nannn
Met Ala Ser Arg Leu Val Arg Val Leu Ala Ala Ala Met Leu Val Ala Ala Ala Val Ser Val Asp Ala Gly Ala Ser Leu Asp

SPCS
Nhel MspCl  Kpnl Nati
nnn GCT AGC CTT AAG GGT ACC CAC CAC CAT CAC CAC CAC TAG GCGGCCGC
nnn CGA TCG GAA TTC CCA TGG GTG GTG GTA GTG GG GTG ATC CGCCGGCG
Ala Ser Leu Lys Gly Thr His His His His His His ««-

FIGURA 7: Sitios de clonagem disponiveis nos plasmideos pLEXSY. Todas as arqujietondem a
expressao citosdlica ou secretdria da proteina alvo, além da adigdo de uma calid@stielipa (6xHis).
O SPCS (signal peptide cleavage site), identificado pelo tridngulo vermelhlocal ae clivagem do
peptideo sinal da fosfatase &cida secretada de L. mexicana (LMSAP). Fonte: retiregige d

www.jenabioscience.com (Jena Bioscience).

Os plasmideos utilizados neste trabalho, pLEXSY-ifeg@ra 8)e pLEXSY _IE-
blecherry4 (figura 9), foram digeridos por enzimas de restricdo para linearizacao e
liberacdo dos sitios de clonagem de interesse. Como cada construcao utiliza de sitios de
restricdo especificos (especificados na Tabela 1), as reacdes de digestao foram diferentes
para cada clone e adequadas as enzimas utilizadas, tapiedego de digestdo. Todas
as endonucleases de restricdo e seus tampdes utilizados foram adquiridos da empresa
Fermentas; os protocolos de digestdo foram desenvolvidos de acordo com as

recomendacdes deste fabricante. Apds as reacdes de digestdo os DNAs foram aplicados
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em eletroforese em gel de agarose 1% para verificacdo da eficiéncia do processo e

posterior purificacdo das bandas dos amplicons.

Swal (8903)

pLEXSY-neo2

8907 bp

m

Spal (4351)
FIGURA 8: Mapa do vetor de expressdo constitutiva integrativa pLESXY-neo2 comasdgregides
importantes em destaque. O fragmerdcstliffer é liberado durante as digestbes para insercdo do gene de
interesse, facilitando assim as etapas de purificagdo do vetor. Antes dect@msb plasmideo deve ser
linearizado nos sitios de restricdo para Swad expdem as regides de recombinagdo homologa 5’ssu e
3’ssu, permitindo assim sua integracdo no genoma do hospedeiro (cepa P10). Os sitios utr sdo regides nao
traduzidas de L. tarentolae, adicionadas com a finalidade de fornecer osess@isidgapropriados para
as modificagbes pods-transcricionais dos mRNAs da proteina alvo e dos mardadegkes;ao. Os locais
definidos pela caixa sdo os sitios de clonagem para expressédo citosoélica e pela paira expressao

secretéria. Fonte: retirada do site www.jenabioscience.com (Jena Bioscience).
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hel

ori PLEXSY_IE-
blecherry4

FIGURA 9: Mapa do vetor de expressédo induzivel epissomal pLEXSY_IE-blecherrydestétigcom a
enzima Pcil libera as regi6dd e TR, que sdo extremidades teloméricas necessarias para a replicacdo
epissomal do plasmideo em sua configurag&o linear (também podentidoraen sua forma circular na L.
tarentolae). OT7Po é o promotor da T7 RNA polimerase ligado ao operador lamceé a regido
terminadora (em tandem) do promotor T7. O dgaeeherry confere resisténcia a bleomicina e permite o
monitoramento dos melhores clones de expresséo via co-expressao damoOteing. Fonte: retirada do

site www.jenabioscience.com (Jena Bioscience).

5.9- Clonagem das Lic-E-NTPDases em sistema LEXSY

Os produtos de PCR das Lic-E-NTPDases e os DNAs plasmidiais pLEXSY
digeridos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%. Terminada a corrida, as
bandas de interesse foram retiradas do gel com auxilio de uma lamina e posteriormente
purificadas da agarose com o uso do kit GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher),
seguindo-se as recomendac0tes desse fabridadtsagem das concentragdes e a pureza
dos DNAs purificados foram avaliadas em gel de agarose 1% e em equipamento
NanoDrop 2000/c.
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Para realizar as reacfes de clonagem foi utilizado m4&usion HD Cloning
(Clontech Laboratories), que diferentemente da metodologia tradicional, ndo utiliza a T4
DNA ligase para efetuar as ligagdes entre os fragmentos de DNA e sim a énzima
Fusion. Para isto, os primers a serem utilizados neste kit sdo desenhados de forma que
suas extremidades$’-3° contenham 15 pares de bases adicionais, idénticos as
extremidades linearizadas dos plasmideos a serem ligados. A émEosaon reconhece
as extremidades homologas e as sobrepde, ligando assim os DNAs do vetor e inserto
atraveés de processo de recombinacdo. Sao necessarios aproximadamente 100 ng de cada
DNA (as concentracdes variam de acordo com os tamanhos) em um volume total de 10
pL de reacdo, que é incubada por 15 minutos a 50 °C. Decorridos os 15 minutos a reagéo
pode ser estocada a -20 °C e posteriormente utilizada para transformar células

competentes E. coli Stellar (disponiveis no kit).

Apés a transformacgédo com os mix de clonagem, as células foram plaqueadas por
20 horas a 30 °C e as coldnias isoladas que surgiram foram inoculadas em 4 mL de LB
contendo ampicilina. Apés 20 horas de cultivo os clones bacterianos foram analisados
por PCR de colbnias e por extracdo do DNA plasmidial, que foi digerido com as enzimas
de restricdo utilizadas na etapa de clonagem. Apos as confirmacdes de clonagem via PCR
de colbnias e digestao, os plasmideos correspondentes a cada clone foram enviados para
sequenciamento. Os iniciadores utilizados nesta etapa foram o iniciador direto1442 (
CCGACTGCAACAAGGTGTAG3) e o0 iniciador reverso A264 5%
CATCTATAGAGAAGTACACGTAAAAG-3’), disponiveis no kit LEXSY. O
sequenciamento foi desenvolvido pelo método de Sanger e os procedimentos foram
realizados na FIOCRUZ de Belo Horizonte - MG.

5.10- Cultivo de L. tarentolae

Todas as linhagens de L. tarentolae foram descongeladas e mantidas em meio BHI
(Brain Heart Infusion), preparado de acordo com as recomendac¢des do manual do kit
LEXSY. Resumidamente, o meio BHI 1X foi preparado com 37 gramas de extrato de
infusdo de cérebro-coracdo para volume final de 1 litro, completado com agua destilada
(37g/L). No caso do preparo de BHI 2X, utilizado para a producdo de placas BHI-agar,
as concentracoes de extrato foram dobradas para o mesmo volume final de 1 litro (74g/L)

Sua esterilizacdo é efetuada em autoclave por exatos 15 minutos a 121°C e presséo de 1
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atm (tempos adicionais causam degradacdo do meio). Apds o preparo do meio é
necessdria a sua suplementacdo com hemina (10 mg/mL) e a adicdo de antibioticos, que
eram realizadas sempre no momento da inoculagcéo de L. tarentolae. Para preparo das
placas BHI-agar foi utilizado o meio BHI na concentracéo 2X, além da a adi¢cao de soro
fetal bovino inativado, tampdo HEPES 1M pH 7.4, hemina e antibidticos (as

concentracdes de todos os reagentes sao especificadas no manual do sistema LEXSY).

As linhagens de expressao constitutiva integrativa e de expressao induzivel
epissomal sdo cultivadas e selecionadas com antibioticos distintos, que foramsdescrito

na tabela 3 para melhor compreensao.

TABELA 3: Kits LEXSY disponiveis em nosso laboratorio e que foram utilizados nedieltto,

organizados de acordo com as células, tipo de expresséo e antibidticos utilizados.

KIT
LEXSYcon2® LEXinduce4®
Cepa hospedeira P10 T7-TR
Plasmideo pPLEXSY-neo2 pPLEXSY _IE-blecherry4
Tipo de expressao Constitutiva Integrativa Induzivel Epissomal

Antibidticos de manutengdo  Penicilina-Estreptomicina  Penicilina-Estreptomicina,
nourseotricina, higromicina

Antibidticos de selecdo Neomicina Bleomicina

Antibiético de inducéo Nenhum Tetraciclina

Para reativacao das células de L. tarentolae estoaad®¥ C, o contetdo total
de um criotubo (contendo 6x16¢lulas) era inoculado em 10 mL de BHI (suplementado
com hemina e contendo antibiéticos apropriaéass células recuperadas por sucessivas
passagens a cada 3 dias, em diluicbes de 1:10 ou 1:20, dependendo da densidade celular.
Em todas as etapas do cultivo as células foram mantidas no escuro em temgeratura
26°C, em volumes de 10 mL com as garrafas posicionadas horizontalmente sem agitacao
(cultura estéatica), sendo checadas diariamente no microscépio para verificar sua
vitalidade e presenca de contaminantes no meio de cultivo. Aliquotas das células foram
diluidas em 1:50 ou mais em solucédo de formalina 4% e a contagem foi realizada em

camara de Neubauer.
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O preparo de novos estoques para congelamento, tanto das cepas transformadas
como das ndo transformadas, era realizado sempre que as células ja estavamasgcuperad
0 que necessitava de pelo menos duas passagens apos descongelamento. Em 10 mL destas
culturas recuperadas (em densidade de 8xdldlas/mL) adicionou-se 3 mL de glicerol
estéril, misturado gentilmente por inversao e as células foram distribuidas em aliquotas
de 1,5 mL por criotubo, que foram mantidos por 24 horas em temperatura de -20°C e
depois transferidos para ultrafreezer a - 80°C.

5.11- Transfeccao e selecao clonal de L. tarentolae

Neste trabalho foram transfectadas somente as linhagens T7-TR, que apos serem
recuperadas e atingirem densidade de 6xddulas/mL, foram sedimentadas por
centrifugacdo a 2000g por 3 minutos e suspensas no meio remanescente na concentracao
de 16 células/mL. As células foram transferidas para cubetas de eletroporacéo de 2 mm
(Bio-Rad) e mantidas por 10 minutesn gelo juntamente com os DNAs plasmidiais
transformantes (na concentragdo de 1 a 10emgum volume total de 4001 A
eletroporacdo foi efetuada no aparelho Gene Pulser (Bio-Rad) seguindo seguinte
programa: voltagem de 450V, capacitancia de 450 uF e pulsos de 5 a 6 milissegundos.
Imediatamente apos o pulso elétrico as cubetas voltaram para o gelo por mais 10 minutos
e decorrido este tempo as células foram transferidas para 5 mL de BHI suplementado com
hemina, penicilina-estreptomicina, nourseotricina e higromicina; mantidas no escuro a
26°C em garrafas deitadas. Apds 24 horas nessas condicdes a vitalidade das células de L.

tarentolae era checada em microscopio e posteriormente era seguida sua selecdo clonal.

As placas de cultivo BHI-agar foram preparadas no dia do plagueamento das
células, suplementadas com hemina e os antibidticos descritos anteriormente, além da
adicado do antibiotico de selecéo dos transformantes, a bleomicina. Em algumas dessas
placas foram adicionadas membranas de nitrocelulose estéreis em cima do agar logo apés
0 preparo (uma membrana por placa). Um dia ap6s a transfeccdo, as células foram
coletadas por centrifugagéo a 2000g por 3 minutos, suspensas em 200 pL do meio residual
e entdo distribuidas cuidadosamente sobre as placas (ou sobre a membrana de
nitrocelulose). As placas foram incubadas no escuro a 26°C e até ser possivel visualizar
pequenas colbnias passaram-se oito dias ou mais. Em média, mais doze dias foram

necessarios para as col6nias atingirem 1 a 2 mm de didmetro, totalizando vinte dias apés
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o plagueamento. Essas colbnias foram expandidas em meio BHI liquido (com todas as
suplementacdes ja citadas) gradativamente, em média de dois em dois dias:
primeiramente em 200 puL, depois em 500 pL, 1 mL, 5mL e finalmente 10 mL. Apds a
expansado, foram cultivadas duas garrafas para cada clone, sendo uma destinada ao

preparo de estoques e outra para os ensaios de inducao.

No caso das placas onde as células de L. tarentolae cresceram sobre a membrana
de nitrocelulose, esta foi retirada da placa antiga com o auxilio de uma pinca estéril e
passada para uma nova placa, contendo todos os componentes citados anteriormente e
adicionalmente a tetraciclina, que é o indutor do sistema T7-TR. Decorridos dois dias, a
coldnias com maior coloragao rosa (indicando os melhores clones de expressao) foram

selecionadas e entdo expandidas gradativamente, da mesma forma citada anteriormente.

Todos os clones LEXSY obtidos durante o projeto foram também analisados por
microscopia de fluorescéncia em microscopio EVOS FL Imaging System (Thermo

Fisher) para verificacdo da co-expressao da proteina mCherry.

5.12- Andlise da expresséao dos clones selecionados por SDS-PAGE 10%

Os testes iniciais de inducéo foram realizados em garrafas de culturas estaticas em
volumes de 10 mL, com adi¢ao do indutor tetraciclina no inicio do inéculo. Trés dias apos
a adicao do indutor as células foram coletadas por centrifugacéo a 5000g por 5 minutos e
as fracdes de sedimentos celulares e de meio de cultivo separadas em tubos distintos.
Seguindo as recomendacdes do manual LEXSY, o sedimento de células foi suspenso
diretamente em tampao de amostra de proteinas; este material foi fervido e aliquotas de
20 a 30 pL foram aplicadas em SDS-PAGE. Esta abordagem foi utilizada somente nos
primeiros ensaios, visto que o sedimento de células com tampéo de amostra ficava muito
viscoso e de dificil aplicacdo. Para contornarmos este problema, os sedimentos celulares
de novas inducdes foram suspensos em 1 mL de tampé&o Tris-NaCl (50mM e 100 mM
respectivamente, pH 7.4) contendo inibidores de proteases e as células foram submetidas
a sonicacéo em 20 ciclos com 10 segundos de sonicacéo e 10 segundos de intewalo, send
mantidas em gelo durante o processo. Aliquotas de 20 pL desse extrato de células
rompidas eram adicionadas com 5 pL de tampao de amostra e o material entdo aplicado

em SDS-PAGE (o restante do extrato era mantido a -20 °C para usos posteriores).
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O meio de cultivo foi concentrado de duas formas durante o decorrer dos
experimentos. A primeira metodologia empregada foi a precipitacdo das proteinas do
meio de cultivo com o uso do acido tricloroacético (TCA), seguindo o protocolo sugerido
pelo manual LEXSY. A segunda foi a concentracdo das proteinas através de colunas
Amicon de 15 kDa (Merck Millipore), onde o meio de cultivo era concentrado por
centrifugacdo em volumes de aproximadamente 200 pL. Da mesma forma, 20 pL dessas
amostras concentradas eram adicionadas a 5 pL de tampédo de amostra e o material
aplicado em SDS-PAGE. Os géis, tampdes e a eletroforese foram realizados de acordo

com as metodologias propostas por Sambrook e colaboradores [109].

5.13- Andlise da expresséao por Western Blotting dos clones selecionados

Em alguns casos, apés a eletroforese as proteinas separadas no gel foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (GE) pela técnica de Western Blotting
[109]. As transferéncias foram efetuadas em amperagem constante de 250 mA por 3 horas
e decorrido este tempo as membranas foram bloqueadas com solucédo de BSA (albumina
de soro bovino) 0,3% por uma hora no minimo. Apés o bloqueio as membranas foram
lavadas com solucdo d88-T 1X por trés vezes. Foram utilizadas duas estratégias para
revelacdo das membranas, uma por deteccado colorimétrica com diaminobenzidina (DAB)
e a outra por deteccdo de emissdo de fluorescéncia do isotiocianato de fluoresceina
(FITC). Nas revelagbes com DAB as membrafoaam incubadas por trés horas com
anticorpo primario monoclonal de camundongo, contra cauda de histidina, diluido em
1:3000 (GE Healthcare; c6digo:27-4710-01). As membranas foram novamente lavadas
por trés vezes com solucdo de PBS-T 1X e posteriormente incubadas por duas horas com
anticorpo secundario contra camundongo conjugado a peroxidase (Sigma; codigo: A
4416), em diluicdo de 1:10000. ApOs mais trés lavagens a atividade peroxidasica foi
detectada com o uso de solucao de revelagéo contendo 20 mL de Tris 50 mM pH 7,5, 10
mg/mL de DAB e 20 pL peroxido de hidrogénio 30%. No caso das revelagcbes com FITC
foi utilizado o anticorpo primario policlonal contra histidina produzido em coelho
(Sigma; codigo: SAB1306084-40TST), diluido em 1:1000, e anticorpo secundario contra
coelho conjugado a FITC em diluicdo de 1:8080luorescéncia do FITC foi detectada
no foto documentador de fluorescéncia FLA 5100 (Fujifilm) a 475 nm. Todos anticorpos

foram diluidos em tampéo PBS-T 1X.
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5.14- Andlise da expresséao dos clones selecionados por Dot Blotting

Como os procedimentos da técnica de Western Blotting sédo trabalhosos e
demorados, para facilitar as triagens dos clones de expressao utilizamos a técnica de Dot
Blotting. Nestes ensaios ndo ha necessidade de aplicacdo das amostras em SDS-PAGE e
posterior transferéncia das proteinas para membrana de nitrocelulose, j& que as amostras
sao aplicadas diretamente sobre a membrana com o auxilio do aparato Bio-Dot (Bio-Rad),

0 que agiliza o processo de triagem. Apos a succdo com auxilio de bomba de vacuo
adsorcdo das amostras nas membranas, todo o processo de lavagem, incubacdo com
anticorpos primario (anti-His) e secundério (conjugado a peroxidase) e revelacdo foram
procedidos utilizando a mesma metodologia correspondente a técnica de Western

Blotting.

5.15- Ensaio de purificacdo das frac6es induzidas

Para os ensaios de purificacdo das proteinas expressas foram utilizados volumes
de 50 a 100 mL de inducédo total. As fracdes de células e dos sobrenadantes foram
separadas por centrifugacdo e preparadas de acordo com a metodologia ja descrita. Nas
amostras processadas e para equilibrar a coluna de niquel (1 mL HisTrap FF crude)
utilizamos o tampao de equilibrio contendo Tris 50 mM, NaCl 500 mM, Imidazol 10 mM,
pH 7,5 (tampéo A). Os extratos nao ligados foram coletados para analise. Posteriormente,
as proteinas ligadas a coluna foram eluidas com tampéao B (Tris 50 mM, NaCl 500 mM,
Imidazol 10 mM, Imidazol 300 mM, pH 7,5). Em alguns poucos ensaios utilizamos
tampéo B contendo 8 M de ureia. Todos os procedimentos foram realizados de forma
automatizada em equipamento de AKTAFPLC (GE Healthcare), de acordo com as

recomendacdes do fabricante.
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6 - RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1- Amplificacdo por PCR dos genes das Lic-E-NTPDases 1 e 2

Os genes de interesse foram amplificados a partir de clones bacterianos contendo
as sequencias para a Lic-E-NTPDase 1 (gi146079011) e para a Lic-E-NTPDase 2
(gi134068433), da cepa referéncia JPCM5. Os primers foram desenhados para amplificar
somente as sequencias maduras correspondentes a cada Lic-E-NTPDase, fornecidas no
anexo 1 deste trabalho. Os amplicons obtidos através de PCR de coldnias resultaram em
bandas Unicas e definidas, de 2067 pb para a Lic-E-NTPDase 1 e 1308 pb para a Lic-E-
NTPDase 2, demonstrando alta especificidade dos iniciadores. Apos a eletroforese e
purificacdo desses DNAs, aliquotas de 2 uL foram aplicadas em gel de agarose 1% para
determinar a qualidade do processo final, que apresentou um bom rendimento. Este

material, demonstrado na figura 10, foi utilizado nas reacdes de clonagem subsequentes.

PM Clone5S Clone6 Clonell Clonel?2

NTPDase 1

2000 pb —— ()67 pb

1500 pb
g BRI pb

1000 ph

FIGURA 10: Gel de Agarose 1% contendo os produtos de amplificacdo das regides maduras das
NTPDases 1 e 2 de Leishmania infantunAs bandas resultantes &ino tamanho esperado para cada
clone, en2067pb para a Lic-E-NTPDase 1 (Clones 5 e 181308 pb para a Lic-E-NTPDase 2 (Clones
6 e 12). PM: padrdo de massa molecular 1 Kb DNA ladder (Invitrogen).
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6.2 — Digestdo dos plasmideos pLEXSY-neo2 e pLEXSY_IE-blecherry4 com

enzimas de restricdo

Apés o0 sucesso na amplificacdo e purificacdo dos amplicons de interesse, 0
proximo passo foi digerir os plasmideos LEXSY com as enzimas de restricdo
correspondentes a cada estratégia de clonagem desenhada, detalhadas na Tabela 1. Como
esses vetores possuem entre os sitios de clonagem uma sequéncia stuffer (de 1000 pb)
que é liberada somente se a dupla digestdo ocorre com éxito, a confirmacao deste processo

é bastante facil.

Em nossos resultados os plasmideos duplamente digeridos deraonstragel
de agarose dois fragmentos, como esperado. Os fragmentos maiores, de
aproximadamente 6700 pb parpld&EXSY_IE-blecherryZe de aproximadamente 7900
para opLEXSY-neo2correspondem aos vetores digeridos e sem a sequéncia stsffer. O
fragmentos menores, de 1000 pb, correspondem a sequéncia stuffer liberada apds a dupla
digestao. A titulo de demonstracéo € possivel observar na figura 11 que a dupla digestao
do pLEXSY_IE-blechery4 Xbal e MspCl foi realizada com sucesso, sendo o0s vetores
linearizados (6700 pb) extraidos dos géis e purificados para posterior uso nas reacdes de
clonagem. Os fragmentos correspondentes a sequéncia stuffer (1000 pb) foram
descartados. Todas as outras duplas digestdes realizadas nesta etapa também foram

realizadas com sucesso (ndo mostrado).
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| ) (e Plasmideo digerido

6000 pb

1500 pb

1000 pb

FIGURA 11: Gel de Agarose 1% contendo produtos de digestdo do pLEXSY_IE-blecherrydigestao
do pLEXSY_IE-blecherry4oor Xbal e MspCl (para construcéo do Clone 5). Os fragménfersores de
aproximadamente 1000 pb correspondem a regido stuffer do plashtieemla apéa dupla digestdo; os
fragmentos superiores de aproximadamente 6700 pb foram purifidadps para serem utilizados nas

reacdes de clonagem. PM: padréo de pares de bases 1 Kb DNA ladder (Invitrogen).

6.3- Clonagem das Lic-E-NTPDases le 2 nos plasmideos pLEXSY

Com os produtos de PCR e digestéo purificados, foram realizadas as reacfes de
clonagem através do Kin-Fusion HD Cloning (Clontech Laboratories). Os produtos de
reacdo de clonagem foram utilizados para transformar células E. coli Stellar. E importante
ressaltar que somente o clone 11 resultou em col6nia positiva apGs a primeira reacao de
clonagem. Para a construcao dos outros clones foram necessarias algumas repeticoes, e
no decorrer dos experimentos, foram encontrados falsos-positivos, clones com inserto
mas que nao liberavam fragmento por digestdo e até mesmo clones resistentes a
ampicilina mas negativos para as PCRs de colbnias (dados ndo mostrados). Durante os
experimentos nado foi possivel construir o clone 12, que como néo era o foco inicial deste
projeto, foi deixado para futuros trabalhos. A construcdo dos clones 5, 6 e 11 foi realizada
com sucesso; os clones bacterianos foram estocados a -80°C e os DNAs plasmidiais

correspondentes a -20°C. A figura 12 mostra que em todos os resultados os fragmentos
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liberados por digestdo e o DNA amplificado possuem respectivamente a mesma altura
(destacados pela seta azul), indicando que os amplicons foram corretamente integrados

nos plasmideos alvo.

A)

6000 pb

6000 pb

2000 pb

2000 pb 1500 pb

1000 pb
1500 pb

1000 pb

FIGURA 12: Gel de Agarose 1% para confirmac¢éo das clonagens dos clones bacterianos 5, 6 A)11
Clone 5:Canaleta 1 - Digestdo do DNA plasmidiar Xbal e MspCl; Canaleta 2 - PCR de col6nia com
os primers de clonagem especificos para o cloBg 6lone 6: Canaleta 1 Bigestdo do DNA plasmidial

por Xbal e Kpnl; Canaleta 2 - PCR de col6nia com os primectodagem especificos para o clon€p.
Clone 11:Canaleta 1 bigestdo do DNA plasmidigdor Sal e Mspcl; Canaleta 2: PCR de colénia com os
primers de clonagem especificos para clone 11. PM: padrdo de pares de bases 1 Kb D&A ladd
(Invitrogen). As bandas especificas dos amplicons e as bandas refedigest&o estdo destacadas pela

seta azul.

6.4— Transfeccgédo de L. tarentolaél 7-TR e selecéo clonal

Os clones bacterianos correspondentes a cada gene ou contendo o pLEXSY_IE-
blecherry4 (pLbc4) vazio foram cultivados para amplificacdo e posterior extracdo dos
DNAs plasmidiais. Aproximadamente 5 pug dos plasmideos circulares foram utilizados
para transfectar L. tarentold@- TR, seguindo as recomendacdes do protocolo fornecido
pela Jena Bioscience. Como a eletroporacdo com DNASs circulares s6 permite a selecéo
clonal, as células eram plaqueadas em meio sélido apds este processo. Em nossos
experimentos, as colonias surgiram em aproximadamente 8 dias apos plagueamento
Entretanto, até atingir 2 mm de diametro, que é o tamanho recomendado para inocular

essas colénias em meio liquido, foram necessarios 20 dias.
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O sistema LEXSY T7FR permite a pré-selecdo dos melhores clones produtores
via co-expressdo da proteina mCherry, portanto esta abordagem foi adotada nas etapas
iniciais deste projetoAo logo de todo trabalho, varias transfec¢des foram realizadas, e
curiosamente a obtencéo de clones LEXSY com a constru¢do 6 mostrou-se mais dificil
gue as outras (clone 5 ou pLbc4 vazio). Apés atingir o tamanho de aproximadamente 2
mm de diametro, as colonias foram expandidas gradativamente em crescentes volumes
de meio BHI seletivo. Nas situagfes onde tentamos expandir coldnias menores as células
nao sobreviveram. Nas primeiras transfec¢cées conseguimos selecionar duas colénias para
o clone 6 (Lic-E-NTPDase 2), que foram as Unicas col6nias que surgiram na phaca. Ja
caso do cloné (Lic-E-NTPDase 1) e do clone transfectado com o plasmideo vazio
(pLbc4) surgiram aproximadamente 30 colonias em cada placa, mas somente as com
coloracao rosa foram expandidas, sendo trés para o clone 5 e quatro para o clone pLbc4.
Na figura 12 é mostrada a placa com os clones obtidos 20 dias ap0s a transfec¢cdo com a

construgdo 5, demonstrando diferentes intensidades de coloragédo rosa.
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FIGURA 12: Triagem dos melhores clones produtores através da-expressao da proteina mCherry

em meio BHI-4gar. As placas foram preparadas com a adicdo de uma membrana de nitrocelidase em
parte superior para permitir a transferencia das coldnias para outras pfaiastingirem didametro de
aproximadament 2 mm (20 dias), a membrana de nitrocelulose contendorgascfalibtransferida para
uma nova placa contendo o indutor da T7 polimerase (tetraciclina). As colémiasaior coloracdo rosa
desenvolvida devido a co-expressao da proteina mCherry, foram selecioegpasdidas em cultura de
pequena escala para posterior avaliacdo. As colbnias incolores foram descartadas. Naémagysao
mostradas varias colbnias do clonepresentando diferentes intensidades de coloragéo rosa.

6.5— Primeiros ensaios de inducao da expresséo das Lic-E-NTPDases em LEXSY

A fim de detectar a expressdo das Lic-E-NTPDases nos clones LEXSY, foram
realizadas indugcBes em dois dos clones obtidos, sendo um para cada Lic-E-NTPDase
(clones 5.1 e 6.1). A principio, as construcdes foram criadas para secretar as proteinas
alvo para o meio de cultivo, mas como nunca haviamos realizado testes de expressao
anteriormente no sistema LEXSY resolvemos analisar todas as fracdes (células e meio de
cultivo) em SDS-PAGE. As indugdes foram realizadas em células cultivadas em garrafas

de 25cn?, emvolumes de 10 mL por 3 dias na presenca do indutor. A Gnica amostra que
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demonstra uma proteina expressa de forma diferencial é a do sobrenadante concentrado
do clone 6.1, mas a banda exibida é bem maior que o esperado, quase 70 kDa onde se
esperava aproximadamente 42 kDa (mostrada na figura 13, destacado pelo quadrado
vermelho). Além da discrepancia no tamanho, esta banda ndo revelou no ensaio de

Western Blotting usando anticorpo primario anti-His e secundario conjugado a

peroxidase (ndo mostrado).

FIGURA 13: Analise das inducdes dos clones LEXSY 5.1 e 6.1 por SDS-PAGE 108 e membrana

de nitrocelulose réplica do SDS-PAGE corada por Ponceau (BYa ordem1 — BSA (67 kDa)2 — Meio

de cultivo do clone 5.13 - Meio de cultivo do clone4 — Proteinas do meio de cultivo do clone 5.1
precipitadas com TCA e concentradas 10 veze®roteinas do meio de cultivo do clone 6.1 precipitadas
com TCA e concentradas 10 vezés;Lic-E-NTPDase 2 expressa em bactéria e purificadeExtrato de
células do clone 5.18 — Extrato de células do clone 64: Extrato de células do clone controle pLbc4.
Ap6s 5 minutos de desnaturagdo a 95°C, foram aplicados 30 uL daaem cada canaleta; exceto a
proteina BSA, que foi aplicada sancentracdo de 0,5 pg. As proteinas transferidas para membrana de
nitrocelulose por Western Blotting foram coradas por Ponceau para verifjoalidade da transferéncia,

que ocorreu perfeitamente. O quadrado vermelho destaca a banda diferenciaiprestaao clone 6.1.

A revelagéo da membrana com DAB néo detectou presenga de expressaoasosveliados.

Como os primeiros ensaios de expressdo ndo foram produtivos, outros clones
foram testados. Além de testar outros clones, 0 5.2 e 0 5.3, diferentes tempos de inducéo
foram avaliados. As coletas dos sedimentos celulares e dos sobrenadantes foram
realizadas da seguinte forma: duas horas apds a adi¢cdo do indutor, quatro horas apos a
adicdo do indutor, 8 horas ap6és a adicdo do indutor, 24 horas apos a adicao do indutor,
48 horas ap06s a adicdo do indutor. Em nenhum dos tempos foi possivel detectar a

expressdo da proteina alvo no ensaio de Western Blotting, onde somente o controle
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positivo revelou (Lic-E-NTPDase 2 expressa em bactéria, de 42 kDa), como mostrado na

figura 14.

42 kDa

FIGURA 14: Revelacdo da membrana de nitrocelulose contendo os extratos dastigdes dos clones

5.3 e 5.2l egendas na orderth — Lic-E-NTPDase 2 purificada de bactéria (controle positivo, 42; i&da)
Pellet de 2 hrs de inducéo clone R83;Pellet de 4 hrs de inducéo clone %3; Pellet de 8 hrs de indugéo
clone 5.3;5 — Pellet de24 hrs de inducdo clone 5.8 + Pellet de 48 hrs de indug&o clone 53;
Sobrenadante de 24 hrs de inducéo clone&-35obrenadante de 48 hrs de inducéo cloned-Pellet

de 24 hrs de indugéo clone 51B— Sobrenadante de 24 hrs de inducéo clone 5.2. A membrana foi iacubad
com anticorpo primario anti-histidina, anticorpo secundario conjugad®mzigese e revelada por reacéo

com DAB e peréxido de hidrogénio.

Com a metodologia utilizada, ndo foi possivel detectar a expressado das proteinas
alvo nos extratos celulares ou no meio de cultivo dos clones LEXSY 5.1, 5.2, ®3, 6.1
6.2. Portanto, ao longo deste trabalho, além de algumas alteracdes na metodologia de
inducéo, foram necessérias outras transfecgfes e analises de novos clones. Ao todo foram
obtidos 4 clones LEXSY abrigando a construcdo 6 (Lic-E-NTPDase 2) e oito clones
abrigando a construcéo 5 (Lic-E-NTPDase 1).

6.6— Selecao de novos clones LEXSY e deteccao da expressao da proteina mCherry

Devido aos experimentos com 0s clones iniciais ndo terem sidos satisfatérios,

realizamos novas transfeccfes de L. tarentdfa€R e conseguimos obter mais alguns
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clones, que inicialmente se mostraram bastante promissores. De acordo com o manual do
sistema LEXSY T7-TR o desenvolvimento da cor rosa (e da fluorescéncia) é baseado na
co-expressdo do gene blecherry, que é co-transcrito com o gene alvo pela T7 RNA
polimerase e indica que o sistema induzivel esta intacto. A intensidade da coloracéo rosa
seria uma correlacéo direta dos niveis de expressao do gene alvo [110]. Portanto, além da
observacéo visual da expressdo da mCherry através do surgimento da cor rosa, a presenca
da proteina repoérter foi detectada também em microscépio de fluorescéncia EVOS FL
Imaging System (figura 16) e em leitora de microplacas. Em nossos ensaios todos 0s
clones demonstraram niveis de fluorescéncia distintos entre si. Essas diferencas também
foram observadas nos pellets de células, que apresentaram diferentes intensidades na

coloragéo rosa (figura 15).

, _
' LEXSY 6.3 LEXSY 5.4 '

<

o

FIGURA 15: Sedimentos celulares dos clones LEXSY 6.3 e LEXSY 5.4 apos 3sdie inducdo.O
clone 6.3 demonstra pouca coloragédo rosa; ja no clone 5.4 obséovie-seloracao, indicando altos niveis

expresséao da proteina mCherry.
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FIGURA 16: Microscopia dos clones LEXSY 6.3 (A) e LEXSY 5.4 (B) apésdas de inducéo.As
imagens detalham as células aumentadas vinte vezes, sem flourescéncia (imagencainiatensidade
de 30% de flourescéncia (vermelho). Imagens obtidas no EVOS FL ImagitagrSy

6.7 — Analise da densidade celular e intensidade de fluorescéncia em diferentes

concentracdes de inéculo inicial no clone 5.4

Estes testes foram realizados para verificar o crescimento do clone 5.4 em
diferentes concentracdes de indculos iniciais e como isto influenciaria no crescimento das
células e na expressao da proteina mCherry. Inicialmente, observamos que a partir de um
indculo inicial de 6x10células/mL, diluidas em 1:10 (concentracéo total na garrafa de
6x1® células), apos 3 dias voltavam a atingir esta concentracgio final e estagnavam. Desta
vez, foram testados trés indculos para o clone 5.4, com adi¢céo do indutor no momento da
diluicdo: 6x10 células (1X); 1,2x10células (2X); 1,8x10células (3X). A linhagem T7-

TR sem plasmideo foi utilizada como referéncia (inculo de ‘6zé&lilas/mL). Nas
concentracgdes iniciais de 6X1&lulas/mL, a célula controle T7-TR cresceu mais que 0
clone 5.4 nessas mesmas condi¢cdes, 0 que era esperado, ja que a super-expressao de
proteinas desvia a maquinaria da célula e consequentemente leva a crescimentos mais

lentos. Entretanto, a adicdo de maiores quantidades iniciais de in6culo (o dobro e o triplo)
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favoreceu o crescimento das células transformadas mesmo na presenca do indutor (figura

17), inclusive levando a maiores niveis de fluorescéncia (figura 18).

Densidade Otica

1,6
1,42
14 1,272
12 1,142
E
S 1
3 0,796
s 0,8
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0,4
0,2 0,101
0 [
T7 5.4-1x 5.4-2x 5.4 - 3x BHI

FIGURA 17: Gréfico da leitura de Densidade Otica (D.O) a 600 nm do cultivo dasones LEXSY 5.4
em diferentes concentragGes iniciais de célulasegendasT7: clone T7-TR;5.4 — 1x: clone 5.4 em
inéculo inicial de 6x10células;5.4— 2x: clone 5.4 em indculo inicial de 1,2)¢1€élulas;5.4— 3x: clone
5.4 em indculo inicial de 1,8x$@élulas. As leituras foram realizadas ap6s 3 dias de indugdo. D.O = 1

corresponde a 6x1@élulas/mL.
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T7 5.4 - 1x 5.4 - 2x 5.4 - 3x BHI
FIGURA 18: Gréfico da leitura de fluorescéncia dos clones LEXSY 5.4 em diferentes concentragd
iniciais de células.LegendasT7: clone T7-TR;5.4— 1x: clone 5.4 em indculo inicial de 6x16¢lulas;

5.4— 2x: clone 5.4 em indculo inicial de 1,2X1€¢élulas5.4— 3x: clone 5.4 em indculo inicial de 1,8X0

células. As leituras foram realizadas apds 3 dias de indugdo, em uma excitagdarde 587
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6.8— Triagem dos novos clones por Dot Blotting

Os primeiros testes de inducdo dos novos cléorasn realizados em placas de
cultivo de 6 pocos, no volume de 2 mL de cultura por poco, 0 que interessantemente
resultou em clones com maior densidade celular proporcional. Nas garrafas de cultivo de
25 cnf,em volumes de 10 mL, a densidade celular dos clones variou entré 6x10
células/mL a 1x1®células/mL; nas placas de 6 pogos com 2 mL em cada, a densidade de
células em cada poco atingiu até 2,4%xt6lulas/mL. Portanto, esta condi¢do foi

explorada tambéramoutros experimentos realizados.

Para facilitar as triagens os extratos totais de cada clone, contendo o pellet de
células lisadas e meio de cultivo em um extrato unico, foram aplicados diretamente em
membrana de nitrocelulose com auxilio do equipamento de Dot Blotting. Apds incubacgéo
com os anticorpos (anti-His e conjugado a peroxidase), a revelacdo da membrana com
DAB e peréxido de hidrogénio identificou a presenca de proteina com cauda de histidina

em todos os extratos aplicados, conforme demonstrado na figura 19.

C. Positivo 5.6 5.7 5.9
e © 0 ® 0 o
15puL 100 pL 200 pL 200 pL 200 pL
C. Negativo 3
u O ® & o
200 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL
Q ® ©
35 puL 50 L 50 pL 50 pL 50 pL

FIGURA 19: Dot Blotting dos extrato totais de inducéo (2 mL) dos neos clones LEXSY 5 obtidos.

A inducéo foi realizada em menor escala, em placas de cultivo de 2 miol@ses de extrato total,
contendo células lisadas e meio de cultivo foram aplicados diretamente na neemladsorvidos por
vacuo. Foram aplicados diferentes volumes, demonstrados na figuna &omo controle positivo foi
utilizada a Lic-E-NTPDase 2 produzida em bactéria e como controle negativo uaal E&SY néo
induzida transfectada com pLbc4. A membrana foi incubada com antipoipdrio anti-histidina,
anticorpo secundario conjugado a peroxidase e revelada por reacdo compefdkido de hidrogénio.
Todos os clones LEXSY carregando a construcdo 5 mostsawmsitivos para a expressdo de uma

proteina com cauda de 6xHis.
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Ao realizar a inducéo do clone 5.4 cultivado em garrafas em volumes de 10 mL,
tanto as fracdes do pellet quanto do sobrenadante também revelaram no ensaio de Dot
Blotting. Entretanto, as intensidades de coloracdo nos pontos dessas fragbes foram
menores do que a observada no extrato total (cultivo em 2 mL). O mesmo experimento
também mostrou a producéo de proteina com cauda de histidina nos extratos totais dos
clones 6.3 e 6.4 (também em menor intensidade quando comparados com o clone 5.4).
As revelacgOes referentes as células cultivadas em volumes de 10 mL (em garrafas de 25
mL) foram menos intensas quando comparadas com as células cultivadas em placas de 6
pocos (2 mL). Até mesmo clones com menor coloracdo rosa, Como 0S com a construcao

6, resultaram em maiores revelag¢des nesta situagdo (figura 20).

S54ET 5.4°P 63ET

C- 545 6.4ET

FIGURA 20: Dot Blotting de diferentes clones e diferentes condi¢des de inducdegendas5.4 E.T:
Extrato total da inducéo do clone 5.4 LEXSY (2 mC)- : Controle negativo; extrato total de inducéo do
clone pLbc4 (2 mL)5.4 P. Pellet da indu¢éo de 10 mL do clone; &4l S Sobrenadante da indug&o de 10
mL do clone 5.46.3 E.T: Extrato total da inducéo do clone 6.3 (2 my T: Extrato total da inducdo do
clone 6.4 (2 mL)A membrana foi incubada com anticorpo primario anti-histidina, anticeepondario
conjugado a peroxidase e revelada por reacdo com DAB e peréxido dghidrd-oram aplicados 30 pL

de amostras por poco.

Apesar de todos os clones 5 terem resultado positivamente para o ensaio de Dot
Blotting, durante os experimentos subsequentes optamos por utilizar prioritariamente o
clone LEXSY 5.4, visto que esse demonstrou maior coloracdo da proteina mCherry e

maiores niveis fluorescéncia em analise no microscopio EVOS FL Imaging System.
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6.8— Western Blotting

De acordo com os resultados do Dot Blotting foi possivel confirmar que os novos
clones LEXSY estéo produzindo proteinas com cauda de 6xHis. Entretanto, este tipo de
andlise ndo permite inferir o tamanho da proteina ou proteinas que séo detectadas na
membrana. Portanto, realizamos alguns ensaios de Western Blotting para detectar as
bandas de interesse, estimadas em aproximadamente 70 kDa para a Lic-E-NTPDase 1 e
42 kDa para a Lic-E-NTPDase 2. Nao foi possivel detectar no ensaio a presenca das Lic-

E-NTPDases recombinantes em LEXSY, onde somente a Lic-E-NTPDase 1 bacteriana

revelou (figura 21).

FIGURA 21: A) SDS-PAGE 10%e B) Western Blotting da indug&o dos clones LEXSY 5.4 e LEXSY
6.3. Legendas: BSA: proteina BSA (67 kDa)BacNT1: Lic-E-NTPDase-1 expressa em bactéria e
purificada (70 kDg)5.4 M: Fracdo de membrana do Clone;35.4: pellet total (sem sobrenadante) do
Clone 5.4 Sob5.4 sobrenadante concentrado do clone BE$5.4: Extrato sollvel (SEM membrana) do
clone 5.4 ET 6.3: extrato total do clone 6,%- : Controle negativo; extrato total de inducdo do clone
pLbc4 (2 mL). A membrana foi incubada com anticorpo primério astidina, anticorpo secundario

conjugado a peroxidase e revelada por reacdo com DAB e peréxidoatgehidr

Como estes resultados entraram em conflito com o observado no Dot Blotting,
suspeitamos que a sensibilidade de revelacdo do DAB para o experimento de Western
Blotting talvez ndo estivesse sendo satisfatoria. Decidimos portanto trocar a metodologia
de revelacéo, para que que dessa vez as proteinas recombinantes fossem detectadas com
0 uso de anticorpo secundério conjugado a FITC. Com essas alteracdes a revelacdo do
Western Blotting demonstrou a marcacao de duas bandas nas mesmas alturas nos clones

5.4 e 6.3, entretanto, os controles do experimento, contendo cauda de hexa-histidina (p45,
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BacNT1 e BacNT2) ndo revelaram, o que diminuiu a confiabilidade do resultado. Além
disso, os dois clones que resultaram positivamente demonstram um padrao de revelacdo
idéntico, o que é improvavel jA que os genes alvo que cada um expressa tém quase 800
pb de diferenca entre si. No SDS-PAGE da figura 22 é possivel observar uma banda
diferencialmente expressa no pellet de inducéo do clone LEXSY 5.4 (indicada pela seta
azul), na mesma altura da proteina revelada. Resolvemos ent&o investigar esses resultados

com outras abordagens.

LD p45 BacNT1 BacNT2 PL5.4 Sob5.4TCA PL6.3 Sob6.3TCA C-

75 kDa

63 kDa

48 kDa

FIGURA 22: A) SDS-PAGE10% e B) Western Blotting da inducdo dos clones LEXSY 5.4 e LEXSY

6.3 revelados com FITC Legendas: LD: marcador de massa molecular PageRufeestained Protein
Ladder; p45: proteina de 45 kDa com cauda de 6xHis; BacNT1: Lic-E-NTPDapee$sssxem bactéria e
purificada (70 kDa)BacNT2 Lic-E-NTPDase-Zxpressa em bactéria e purificada (42 kDa); P 5.4: extrato
de proteinas do pellet do clone;556b 5.4TCA: sobrenadante concentrado do clone 5.4 por precipitacdo

com TCA Sob 5.4AM: sobrenadante concentrado do clone 5.4 via coluna amidaB; Extrato de
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proteinas do pellet do clone 6G- : Controle negativo; extrato de proteinas do pellet do clone pLbc4.

Amostras nao fervidas.

Dentre nossas suspeitas, a que ganhou mais forca foi a possibilidade de as
revelacdes estarem ocorrendo devido a presenca da proteina mCherry, que € expressa no
sistemaT7-TR. Devido a sua coloracdo e fluorescéncia naturais esta proteina poderia
estar sendo detectada pelo leitor de fluorescéncia. A suspeita ficou ainda mais evidente
guando em um SDS-PAGE foi possivel observar bandas na cor rosa diretamente no gel,
logo apos a eletroforese (Figura 23 A, indicadas pela seta azul). Terminada a eletroforese
e a transferéncia das proteinas para a membrana de nitrocelulose, a revelacdo da
membrana com anticorpos conjugados a FITC demonstrou padrdo semelhante ao
resultado da Figura 22 B (Figura 23 B). Para confirmar que ndo eram o0s anticorpos
conjugados que estavam revelando e sim a proteina mCherry, a mesma membrana teve
0s anticorpos desligados apoés revelagcdo, através da incubacdo em solucdo acida de
Ponceau por 15 min. Depois de lavada varias vezes para remocdo do Ponceau, a
membrana foi levada novamente ao foto documentador de fluorescéncia FLA& 5100

continuou demonstrando o mesmo padrao de fluorescéncia (Figura 23 C).
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C- LD BacNT1 P1x P2x P3x S1x S2x S3x

©)

FIGURA 23: A) SDS-PAGE 10%, B) Western Blotting revelado com anticorpos conjugados, C) Western
Blotting revelado apds desligamento dos anticorpos figuras A), B), C) correspondem ao mesmo gel (A)
e posterior transferéncia (B,C) para membrana de nitrocelulose. LegeDdasarcador de massa molecular
PageRuleM Prestained Protein LaddéacNT1: Lic-E-NTPDase 1 expressa em bactéria e purificRda;
Extrato de células do clone 5.4 com concentracao inicial de células paaré&xtrato de células do clone
5.4 com concentracao inicial de células dobr&@x; Extrato de células do clone 5.4 com concentracao inicial

de células triplicada.

Um ultimo Western Blotting confirmou de vez a suspeita de que a proteina
mCherry era a banda detectada nas revelagbes. Dessa vez as amostras foram fervidas
antes de serem aplicadas no SDS-PAGE. Imediatamente ap0s a transferéncia das
proteinas para membrana de nitrocelulose, sem realizar qualquer incubacdo com

anticorpos, a mesma foi levada ao foto documentador e revelada. Na figura abaixo é
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possivel observar a revelacdo da mCherry, agora em uma banda proxima a 48 kDa,
correspondendo a esta proteina completamente desnaturada, que aparece no pellet do
clone 5.4 e em menor intensidade no pellet do clone 6.1 (figura 24). A altura detectada é
semelhante as bandas inferiores observadas na figura 22 B. Depois deste resultado,
desistimos de revelar os experimentos de Western Blotting com anticorpos secundarios
conjugados a FITC. A revelacdo desta membrana com DAB também nao resultou em

bandas.

LD P30 P54 S54 P61l S6.1 P6.2 S6.2 S6.3 C-

—
-

75 kDa

63kDa T

48kDa|

e
35kDal

FIGURA 24: A) Western Blotting revelado sem a presenca de anticorpos, com extos de diferentes
amostras fervidos antes da aplicacdo em SDS-PAGEegendas:LD: marcador de massa molecular
PageRule™ Prestained Protein LaddeP30: proteina de 30 kDa contendo 6xHR5.4: pellet de células
fervido do clone 5.4P6.1: extrato de células de nova inducdo do clone $611:sobrenadante concentrado
via amicon da nova inducdo do clone 6°B.2: extrato de células de nova inducdo do clone 8&2:
sobrenadante concentrado via amicon da nova indu¢do do clong6632sobrenadante concentrado via

amicon da nova indugéo do clone 823; pellet do clone pLbc4.

6.8— Tentativa de purificacdo das proteinas recombinantes

Mesmo com os ensaios de Western Blotting ndo funcionando como esperado, 0s
resultados positivos nos experimentos de Dot Blotting e os altos niveis de expressdo da
proteina mCherry nos levaram a tentar purificar as proteinas produzidas nos clones
LEXSY. Para os experimentos de purificagdo, as indugdes foram realizadas em volumes
de pelo menos 100 mL; as fracbes processadas de pellet ou de sobrenadante foram
injetadas em equipamento de cromatografia liquida, FPLC AKTA PURIFIER UPC 10
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(GE Healthcare), com uma coluna de afinidade (resina de niquel) de 1 mL (HisTrap FF

crude) acoplada.

Em algumas dessas purificacbes conseguimos identificar picos similares aos
observados quando hé purificacdo de proteinas (figuras 25 e 26), entretanto, ao aplicar
essas amostras em gel as concentragdes proteicas eram minimas, o que impedia de
visualizar as bandas e também fazer estimativas com relacéo a concentracdo das amostras

por Bradford.

Algumas estratégias foram testadas no decorrer dos ensaios de purificacdo. Como
o clone 5.4 era 0 mais promissor, resolvemos realizar os testes com ele, consistindo das

seguintes estratégias:
- Estratégia 1: aplicar 10 mL do meio de cultivo diretamente na coluna;

- Estratégia 2: concentrar o meio de cultivo e diluir em 10 mL de tampéao A (Tris
50 mM, NaCl 500 mM, Imidazol 10 mM);

- Estratégia 3: sedimentar 20 mL de cultura, suspender em 10 mL de tampéao A,

sonicar e filtrar em membrana de 0,24;u

- Estratégia 4: preparar um extrato total de 10 mL de cultura, centrifugar a 16000g

por 20 min e injetar as proteinas solUveis nha coluna,

Estratégia 5: concentrar o sobrenadante e diluir em tamp&o com 10 mL de uréia 8

Apesar de a estratégia 3 resultar em um pico e demonstrar a presenca de uma
banda unica no gel, as quantidades de proteinas foram tdo baixas que néo foi possivel
estima-las por Bradford. Na figura 25 é possivel notar que gel revelado por prata teve que
corar mais que o necessario para que as bandas pudessem ser vistas. A banda mais forte
observada na purificacdo esta em tamanho menor que o esperado para a Lic-E-NTPDase
1 (bem inferior a 70 kDa, indicada pela seta azul). Resultados similares foram encontrados

nas purificacdes do clone 6.3.
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Purific NTPDase 1281015 Pellet tampao A001:10 UY
mAl
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FIGURA 25: Purificacdo de pellet do clone 5.4Cromatograma obtido no processo de purificagdo do
pellet de inducgéo do clone 5.4.

Purific NTPDase 2 251115 Sobrenadante 001:10 UY
mAl
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FIGURA 26: Purificacdo de sobrenadante do clone 6.romatograma resultante da purificacdo do

sobrenadante de inducédo do clone 6.3.
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BSA BacNT1

FIGURA 27: SDS-PAGE 10% com as cinco estratégias de purificacao da inducdo do clond.5
LegendasBSA: proteina BSABacNT1: Lic-E-NTPDase-1 expressa em bactéria e purifichdamostra
da estratégia B: amostra da estratégia®;amostra da estratégia®;amostra da estratégiast;amostra
da estratégia. Foram aplicados 30 pL de amostra em cada canaleta. A setecazuhbilglia de uma banda

mais forte, obtida pela estratégia 3.

6.9— Western Blotting da inducéo do clone 11 e dos clones 5 e 6

Apesar de este trabalho ndo ter focado na expressao dos clones constitutivos,
como a construgdo 11 ja havia sido realizada nas fases iniciais do erejefms-
doutoranda Christiane Mariotini-Moura conseguiu selecionar um clone LEXSY
abrigando essa construcdo, uma andlise da expressdo deste foi realizada no fim do
presente trabalho, a fim de verificar se as falhas no processo de expressdo das Lic-E-
NTPDases poderiam ocorrer devido a algum problema no sistema induzivel. O sistema
constitutivo ndo necessita da adigdo de indutores ao meio de cultivo, portanto, foram
cultivadas duas garrafas do clone 11, sendo uma mantida por trés dias e a outra por seis
dias. Como os Westerns anteriores ndo funcionaram bem, dessa vez preparou-se um SDS-
PAGE 12%, ja que havia a suspeita de as proteinas recombinantes estarem em tamanhos
menores que o esperado. Aléns dellets do clone 11, foram ainda analisados os pellets
de inducéo dos clones 5.4, 5.5, 5.6, 5.7, 6.1 e 6.2. Mais uma vez os clones 6 nao
demonstraram qualquer tipo de revelagdo. Curiosamente o clone 5.6 mostrou uma
revelagdo relativamente forte de uma banda bem abaixo da Lic-E-NTPDase 2 de bactéria.
Com excecao do clone 5.7, os outros clones 5 e os dois pellets do clone 11 também

demonstraram revelacdo em altura similar, entretanto, com intensidade muito menor.
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Este resultado demonstra que ha uma alteracdo do tamanho final da proteina alvo
nos clones transformados com a Lic-E-NTPDase 1. J& nos clones transformados com a
Lic-E-NTPDase 2, em ensaios de Western Blotting n&do foi possivel detectar qualquer
expressao (figura 28). Esses resultados que sugerem que podem ter ocorrendo algum tipo

de controle ou alteracao na expressao dessas proteinas no interior da L. tarentolae.

FIGURA 28: A) SDS-PAGE 12% e B) Western Blotting da inducdo de diversos clones LEXSY
obtidos neste trabalhoLegendasBacNT1: Lic-E-NTPDase 1 expressa em bactéria e purificada (revelou
muito pouco devido a degrada¢@B)L13: extrato de células da indug&o do clone 11 por 3 @asp:
extrato de células da indug&o do clone 11 por 6 8id®: Pellet da indu¢éo do clone 525P: Pellet da
inducéo do clone 5.%,.6P:Pellet da inducdo do clone 5%7P: Pellet da inducéo do clone 5BacNT2:
Lic-E-NTPDase Z2xpressa em bactéria e purificadal P: Pellet da indugdo do clone 6A.2P: Pellet da
inducéo do clone 6.2. A membrana foi incubada com anticorpo prien@ribistidina, anticorpo secundario
conjugado a peroxidase e revelada por reagdo com DAB e perdxido dghidro
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6.9- PCR de colbnias dos clones LEXSY

Ja que nédo foi possivel isolar nenhuma das Lic-E-NTPDases em nenhum dos
clones selecionados e testados nesse projeto, como experimento final foi realizada uma
PCR de colbnias de quase todos os clones disponiveis. O objetivo desse ensaio foi detectar
a presenca, auséncia ou até mesmo alteracdes nos genes das Lic-E-NTPDases inseridas
nas L. tarentolae. Nos resultados mostrados na figura 29, os clones contendo a Lic-E-
NTPDase 2, 6.1, 6.2, 6.3 ndo demonstraram qualquer amplificacdo. Os clones 5.4, 5.5 e
0 5.6 (em menor intensidade) demonstraram amplificacdo do gene em altura ligeiramente
acima da banda do clone bacteriano, o que € esperado ja que os primers amplificam
também algumas sequencias do pLbc4 (pouco mais de 30 pb); os clones 5.7 e 5.9 ndo

resultaram em amplificacdo. O clone 11 também ndo demonstrou amplificacao.

6.1 6.2 6.3 NT2 pAN2 LD2 p4N1 NT1:5.4 55 56 57 59 pIN NTL1 11

2067pb

FIGURA 29: PCR de colbnias de diversos clones LEXSY.egendasLD1: 1 kb Plus DNA ladder
(Invitrogen), imagem retirada do manu@li: PCR do clone 6.16.2: PCR do clone 6.2.3: PCR do clone
6.3;NT2: PCR do clone bacteriano contendo a Lic-E-NTPDase 2 com os primers d@peiN2: PCR

do pLbc4 utilizada como controle negativo da reacdo (primers do clphé®8) 1 kb Plus DNA ladder
(Invitrogen) aplicado no gep4N1: PCR do pLbc4 utilizada como controle negativo da reacéo (primers do
clone 5);NT1: PCR do clone bacteriano contendo a Lic-E-NTPDasg.4:5.9:PCR dos clone 5.4 até 5.9

na ordempIN: PCR do pLneo utilizada como controle negativo (primers do clon&T1);1: PCR do clone

bacteriano contendo a Lic-E-NTPDase 1 com os primers do clodd1RCR do clone 11.
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6.10- Discuss@es finais e hipoteses

No intuito de se obter as E-NTPDases de L. infantum com propriedades
biogquimicas mais semelhantes ao organismo original, 0 que pode levar a uma conclusao
mais fiel da atividade biolégica dessas enzimas, além da possibilidade de utilizar os
organismos recombinantes como vacinas vivas, desenhamos varias estratégias de
clonagem em vetores de expressao do sistema LEXSY. Obtivemos sucesso na clonagem
da Lic-E-NTPDase 1 tanto no vetor pLEXSY-neo2 como no vetor pLEXSYblecherry4;

a Lic-E-NTPDase 2 foi clonada com sucesso no vetor pLEXSYblecherry4. As
construcbes em pLEXSYblecherry4 foram utilizadas para transfectar células T7-TR,
onde foram isolados por selecéo clonal quatro clones hospedando a Lic-E-NTPDase 2 e
oito clones hospedando a Lic-E-NTPDase 1. E importante ressaltar que todos estes clones
foram selecionados em meio contendo o antibiético bleomicina, cuja resisténcia é

fornecida pela presenca e manutencéo do vetor no interior da célula.

Todos os clones foram induzidos para avaliacdo da expressao das proteinas-alvo.
Apesar de os ensaios de Dot Blot mostrarem que nesses clones ha a presenca de proteinas
contendo cauda de histidina, os ensaios de Western Blotting falharam nesta avaliagéo ou
resultaram em bandas bem menores que o esperado. A PCR de colbnias dos clones
LEXSY, utilizando-se dos primers de clonagem para amplificar as Lic-E-NTPDases,
demonstrou resultados variaveis entre os diferentes clones. Em alguns casos sequer houve
amplificagdo, em outros, as bandas apareceram em tamanhos diferentes e levemente

maiores que a banda referéncia.

Contudo, diversos resultados deste trabalho mostraram que os clones LEXSY
obtidos estavam em perfeitas condicdes para expressar as proteinas clonadas: o
sequenciamento dos clones bacterianos com confirmacédo do frame e integridade dos
genes clonados; o cultivo dos clones LEXSY transfectados em meio seletivo contendo
bleomicina; a super-expressao da proteina reporter mCherry em altos niveis em alguns
clones; e a deteccdo de uma proteina apresentando cauda de histidina. Entdo, como
explicar a ndo deteccdo ou a detec¢cdo em tamanhos diferentes do esperado das proteinas
alvo? Uma hipotese que acabou ganhando bastante for¢a no final deste trabalho foi a
possibilidade de que a L. tarentolae estaria promovendo a recombinacdo das Lic-E-
NTPDases em seu genoma. O mecanismo de recombinacdo homéloga esta envolvido na
regulacdo da expressao génica, amplificacdo de genes em resposta a estimulos e na
producao de rearranjos cromossomais envolvidos na evolucao genémica [111].
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Alguns fatos déo base para a nossa hipotese de recombinacdo. O primeiro deles é
a presenca de regides ndo traduzidas (UTRs) da prépria L. tarentolae nos vetores LEXSY.
Essas UTRs foram adicionadas para fornecerem os sinais de splicing apropriados para o
processamento pos-transcricional do mRNA dos genes alvo e dos marcadores de
resisténcia na célula hospedeira. Entretanto, a presenca dessas regides pode favorecer a
recombinacdo homdloga dos plasmideos no genoma da L. tarentolae. Em uma publicagédo
de 2011, os préprios criadores do sistema LEXSY mostraram que clones transfectados
com plasmideos circulares demonstraram uma maior heterogeneidade tanto no tamanho
guanto na quantidade dos epissomos. Estes também exibiram maiores alteracdes na
abundancia e estrutura dos epissomos ao longo das geragdes. A digestdo do DNA total
dos clones transfectados com vetores circulares resultou no surgimento de varias bandas
reativas de tamanhos multiplos, demonstrando bandas até maiores que o vetor original,
indicando que os epissomos sofreram grandes rearranjos. Segundo os autores nao foi
possivel estabelecer uma relacao clara entre os tamanhos e abundancia dos epissomos ou
0s niveis de expressao da proteina fluorescente analisada [98], mas esses resultados sédo
dados ndo mostrados no trabalho. Os autores ainda sugerem que as bandas observadas em
ensaios de eletroforese de campo pulsatil possam representar unidades individuais de
transcricdo ou seus concatameros integrados aos cromossomos. Além disso, eles afirmam
que como todos os plasmideos LEXSY contém UTRs derivadas do genoma de L.

tarentolae essas integracdes podem ser possiveis [98].

Outro fato que também fornece embasamento a nossa hip6tese € a similaridade
entre as E-NTPDases de L. tarentolae com as de L. infantum. Em andlise de alinhamento

utilizando-se ferramentas de bioinformatica do &it://tritrypdb.org/tritrypdb/ foi

possivel observar que a sequéncia da Lic-E-NTPDase 1 clonada neste trabalho possui
84% de identidade com a sua correspondente em L. tarentolae; a Lic-E-NTPDase 2
demonstrou 86% de identidade com o gene correspondente em L. tarentolae.

Uma outra possibilidade levantada € inerente a préopria funcdo das E-NTPDases.
Como se tratam de enzimas que hidrolisam nucleotideos di e trifosfatados, um possivel
excesso dessas proteinas poderia levar a deplecdo de nucleotideos no organismo
hospedeiro. Isso pode parcialmente explicar o fato de que nao foi possivel isolar um
namero muito grandes de clones, mesmo com varias repeticdes de transfeccdo. Além
disso, clones hospedando a Lic-E-NTPDase 2 foram mais dificeis de serem obtidos e de

forma geral exibiram baixa expressédo da proteina mCherry, o que torna também essa
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hipotese viavel, ja que esta enzima isolada de bactéria demonstra niveis de atividade mais

altos quando comparada com a isoforma 1.

E possivel que algumas das nossas hipéteses estejam corretas ou até mesmo que
aresposta esteja na jungao delas. Contudo, compreender os mecanismos que possam levar
a uma regulacdo negativa da expressdo de proteinas heter6logas em um organismo
hospedeiro ndo é uma tarefa simples e sequer foi 0 objetivo deste trabalho. A extracdo do
DNA gendmico dos clones LEXSY, amplificacdo do genoma com os primers de
clonagem e sequenciamento do amplicon poderia fornecer respostas mais conclusivas,
mas ndo existem garantias. Além disso, mais clones de expressdo constitutiva precisam
ser testados para confirmar se estes também falham em expressar as Lic-E-NTPDases;

neste trabalho somente uma populacao policlonal foi avaliada em um Unico teste.

E vélido ainda reforcar que o sistema LEXSY esta disponivel a relativamente
pouco tempo no mercado, 0 que portanto torna a padronizacdo das técnicas e
compreensao dos resultados um processo mais lento. Em uma busca realizada na internet,
foram encontrados dois trabalhos brasileiros que utilizaram este sistema para expressao
heteréloga de proteinas. Em dissertacdo de mestrado, Michel Gomes Chagas clonou a
proteina de envelope E do virus da febre amarela em sistema LEXSY mas ndo obteve
sucesso em detectar a expressao proteina recombinante na célula hospedeira [112]. Na
tese de doutorado de Marcos Michel de Souza, os autores sequer conseguiram transfectar
L. tarentolae. Duas pesquisadoras foram para os laboratérios da empresa Jena Bioscience
(que comercializa o kit), onde conseguiram transfectar a célula hospedeira mas nao
detectaram expresséao da proteina alvo (proteina capsidial do Leishmania RNA virus 1-4)
[113].
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7 — CONCLUSOES

- As clonagens das Lic-E-NTPDases 1 e 2 foram realizadas com sucesso nos plasmideos
LEXSY (Clones 5, 6 e 11);

- Foi possivel transfectar e realizar a selecdo clonal das L. taremiblBle com as

construcdes 5 e 6 circulares;

- Obtivemos sucesso também na expressao da proteina reporter mCherry com os clones

selecionados;

- Nos ensaios de Dot Blot os clones LEXSY deste trabalho se mostraram positivos em

testes com anticorpo monoclonal anti-histidina;

- Ja nos ensaios de Western Blot ndo foram encontradas bandas correspondentes as Lic-

E-NTPDases nas alturas esperadas;

- A PCR de colbnias dos clones LEXSY demonstrou resultados variaveis entre 0s
diferentes clones. Em alguns casos sequer houve amplificacdo, em outros, as bandas

apareceram em tamanhos diferentes e levemente maiores que a banda referéncia.

8 — PERSPECTIVAS

- Extrair o DNA gendmico dos clones LESXY deste trabalho, realizar PCR com primers

de clonagem e sequenciar o amplicon;
- Transfectar e analisar mais clones de expressao constitutiva;

- Clonar proteinas de Leishmanias virulentas que tenham pouca similaridade ou que sejam

ausentes em L. tarentolae.

- Clonar outras proteinas eucariéticas no sistema LEXSY induzivel.
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10— ANEXOS
10.1- Anexo 1

Sequencias completas das Lic-E-NTPDases 1 e 2, onde as regides
correspondentes as proteinas maduras estdo destacadas na cor azul claro. O codon de
iniciacao esta destacado em verde e o codon de parada em vermelho.

Sequéncia da E-NTPDAse tle L. infantum (gi 146079011)

ATGAGTCGCGTCTTTGTTGCCTTCTTCGCTGCTGTGCTTTTCGTCGTCTTTCTCACCGCG
TACGAAGTCGGCGTTGGCACCGCCAACCCGCTTCAGTCGCGGCACATGCAGCTCACGCAG
AACGCAGTGAAGAAGAGTGAGGCAAATCTAGTGAACTGCCGCGAGGTCAACGCGGATTTA
AAGAGCGGTGGTGGCGTCAATGCCGCACAGGCGATTGCGGAGATGAGGCGGCAGAGAGAG
GAGCTGATGAACATCGTCGCGCTGGAGCGTGAGCGTGTAGTGTCGGCGCGTAGTCTGCTG
CAGGTTTGCGAGGATGAGCTAGCCAGCGACCTCAGTGTACTCTTCGGTGTCGCCGACCAC
AACTTCACTGCGCGCATCCGGTCGTTGGAGGAAAAGCGGAAACATTTGGAGGGTTTGCAC
TCGATGCTCAACACGACCCCGTTTGGTGCAGTGGAGCTGCGCCGCAGCAGCGAAATCCGT
GCACTGCAGGCGGCTCTCTTTCACGAGATGCGCGCCAGCAAGAAGAAAGCAGAAAACGGT
GTGGCGAACGGCGAAGCGTGCACGAAGACTTCGGACAAGTACTCCGTCGTGTTCGACATC
GGCAGCACTGGAAATCGTGTCCATGTCTACAAGTACAGAGTGGCCCCTGCCACGCATACC
GCTGCTGCGGCCGGCAGTGAGCTCAGCGACATCGACCTCGTCGAGGAGTTGTTTGAGCTA
AATCACAAAGCCCTTAGCGAGCTCGATAATCCGGTGCAGGATGCGCCGGAAGCCTTATGG
GAGCTCTTCATGAAAGCCAAGTACTTTGTACCGGCGGAGCTGCACGCATGCACGGCAGTC
GAGTTCAAGGCTACCGCGGGACTGCGCATGCTGGGGATGGAGAAGGCCACCGAAATTCTT
GACGGGATTCGCGCGCGCTACCGCAACGAAACGTTCTGGTTGCGCGGCAATGCACCGGTT
CGCATCTTGGATGCCTGCGAGGAGGGCCCAATGGCGTGGCTCACGGTAAACTACTTACTG
GGGGTATTCTCCAGGGGTACAAAGGCAACCGCCTCGACGGTGGCCGTCATCGACCTCGGA
GGCGGCTCCACGCAGATCGTCTTCGAACCCGGCGAGAGCGCGTTCCACGGGATGCGCACC
GATTTGCGCTACTCGGCAACCTTGGGCAGCCGGTCTGTGAGTGCCTACCAACACAGCTAC
GAAGGCTACGGCCTGCACGCGGCCACCAAGGAGCTGCTTTTCCACATTCAAGGCAAGAGC
CAAGAGAAGCCGGGAGGCGGTACCACCACCAGCACAGCAACGACGACCACCACGACAACA
CCGGCAAACAGCGGCGACAAGGCTCTGTCTGTTTGGAACGTTCTGGGAAACCTGGGTGCA
GACGGGAGCAGCGAGCGAGACGACATCGTCACCAAGAGAGCGCCGCCGATGCCACCACCG
CCACTGCCGGACGCGGAGGCGGTGGAGGCGTTCCCCTGCTTCGCTGTCGGCTACGAAGAC
CCGCTAGGGGTGAAGAACATCAAGAAAAACAATACCGGGGAGCCGGCTATGCCCCCGAAC
TTCCAGGCTTGCGCGAACCTTTTCCGCGATCGGCTGCTAAAGCCAGTGGGGCTGACATGT
GAGGCGGCCAACTGCGGCATCGCTGGTGTCATGCAGCCACCGCTGACCAACTTCACCGGG
GAAATCTACGTGTTTTCGTTCATCTTTGATCTGCTGGCCTTGGCGAACAGCTCCCTGGTG
CCAGCGGGGGCTGCCGTGTCAAGGGAAAAGTTTGAGGTGAAGCTGCCGGACCTAGCGACG
ATTGCGGAGGGTCACTGCGCCGCCTTCTCCCTCACCCGTATCGCCGAGGCGACCGCCAAG
GAGGGCCTCGGTAGCCTGAAGCCGGAGTACGAGTGCATGTATTACTCCTACGTGTACGCG
CTTCTCCGCTACGGGTACGAGGTGCCAGAGGATCGCGTGCTGCACGTGGTGAAGAAGATC
CGCGGCTACGAGACCGCCTGGTCCCTCGGCGCCTCACTCCTCTCTCTTACCTAA
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Sequéncia da E-NTPDAse #8e L. infantum (gi 134068433)

ATGCGACCGTACTCCTCGGTGCGGCGCATGACTCAACAGTCGAAGCGACTGCGCATCGCC
GGCACCCTTGTGCTTAGCGCGCTTGTTATCTTCGGTTTCCTCGTTTACTATCAAAGCCCT
CTGCTCTCCCCATGTGACTCGGCGTACGCGAATGTATACGACGTCGTCATCGACGCCGGC
AGCACTGGCTCACGTGTGCATGTGTTCCAATACGAGCGCGGCCGCACCGGTCTCGTACTT
CTGAGAGAGCGCTTCAAACGAGTAGAGCCGGGTCTATCCTCTTTTGCCACCGACCCAGAC
GGCGCCAAGGAGTCGCTTGCGGGGCTGCTGCGCTTCGCGGATAAGGTGGTCCCGCAAAGC
TACCAGAAGTGCACCTTCGTCACCCTCAAGGCCACCGCCGGCCTTCGGCTCCTACCTGAG
TCCGTCCAGCAGGTGCTGCTGGACGCTGCCCAGCACACACTCAACGCATCTCCATTTCAG
TCTCGTGGTGCCTCCATCATCTCTGGCGCTCAAGAGGGCGTCTACGGGTGGCTGACGGTG
AACTACCTGCTGAACAGGCTCGACACGGACGTTGCCACCGTCGCGACCATCGACATGGGA
GGTGCCTCGACACAGGTCGTCTTCGAGACGACGCCCACGTCTGGAGAATGGCTGCCCTTC
AACTATGCCCACCAGCTGCGCACACCAAAGCGCACGATCACCATGTATCAGCACAGCTAT
CTCGGCCTTGGGATGAACGAGGCGAAGAAGAAGCTTATGATGTCATTCGCCGAAGCGAAC
GGGACGTCGTCTTTCCCGTGCTTCCCGAGAGGGTATGCGAAGCGCCTGAACGATGTGGAA
CTTCGAAACAGTGACGCCACGGACTTTGACGCGTGTGCAGGACTATTTCGCGAACATGTC
ATAACAAAGACGACCTGCAAGTTTGATGCCTGTGGCGCCCGCGGCGTGCCGCAGCCGCTG
TTTCCGTCAAGGCGGCATCTCATCTACGCCTTCTCCTACTTTTACGACCGACTCTACCAC
TTCAGCAAGGAGGGGAGCCCGGTCTACGTCTCGTCGTACAAGGAGGTCGGGCAAGAGGTG
TGCCACCGGGAATCTGCGAGGCGGACCACCGCCCCTGAGGAAACGGCCTGCATGGAGCTG
GCGTACATGTACAGCTTCTTGACATACGGCCTAGGGCTTAGTGACGCCACGGCTCTCACG
GTGCCCAACCGCATCGAGGGTATGGCGGTTTCCTGGTCTCTTGGCTCCTCTCTCTCCTTC
CTGCTCAAGATGGAATGA

10.2— Anexo 2

Traducdo das sequéncias das Lic-E-NTPDases 1 e 2 clonadas em pLEXSY_IE-
blecherry4, com célculo do ponto isoelétrico (pl) e massa molecular (Mw) teoricos e
andlise do sinal de clivagem com o uso dos softwares online disigorive
http://web.expasy.orgAs sequéncias referentes ao peptideo sinal da fosfatase &cida

secretada de L. mexicana (LMSAP) estdo destacadas em laranja.

Traducéo da Lic-E-NTPDAse 1 clonada em pLEXSY_IE-blecherry4

MASRLVRVLAAAMLVAAAVSV SLDANPLOSRHMOLTONAVKKSEANLVNCREVNADLKSGGGVNAA
OATAEMRROREELMNIVALERERVVSARSLLOVCEDELASDLSVLEFGVADHNFTARIRSLEEKRKHLEGL
HSMLNTTPFGAVELRRSSEIRALQAALFHEMRASKKKAENGVANGEACTKTSDKYSVVEFDIGSTGNRVHV
YKYRVAPATHTAAAAGSELSDIDLVEELFELNHKALSELDNPVQDAPEALWELFMKAKYEFVPAELHACTA
VEFKATAGLRMLGMEKATEILDGIRARYRNETEFWLRGNAPVRILDACEEGPMAWLTVNYLLGVESRGTKA
TASTVAVIDLGGGSTQIVFEPGESAFHGMRTDLRYSATLGSRSVSAYQHSYEGYGLHAATKELLFHIQGK
SQEKPGGGTTTSTATTTTTTTPANSGDKALSVWNVLGNLGADGSSERDDIVTKRAPPMPPPPLPDAEAVE
AFPCFAVGYEDPLGVKNIKKNNTGEPAMPPNFQACANLEFRDRLLKPVGLTCEAANCGIAGVMQPPLTNET
GEIYVFSFIFDLLALANSSLVPAGAAVSREKFEVKLPDLATIAEGHCAAFSLTRIAEATAKEGLGSLKPE
YECMYYSYVYALLRYGYEVPEDRVLHVVKKIRGYETAWSLGASLLSLTLKGTHHHHHH-

- pl/Mw tedricos: 6.26 / 74588.88
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- ApoOs remocgéo do peptideo sinal, pl/Mw tedricos: 6.19 / 72192.98

# SignélP;4.1 euk predictions

*5equence
SignalP-4.1 prediction (euk networks). Sequence
' ' ' ' " Cscore’ ———
120 F o Sscore ———
T TR Y-score ——
08 \.,/\ i 1
i
\l
06 | | ]
o L
—
S
» 04} J\}p\ﬁ\ ]
T llln\/\
.,\ .
02 | “ ‘ ﬁ _
oo LTI (T Ii
MASRLVRVLAAAMLVAAAVEVDAGASLDANPLOSRHMOLTONAV KKSEANLYNCREVNAD LESGEGYNAA
1 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50 80 70
Position
# Measure Position Value Cutoff signal peptide?
max. C 24 2.266
max. ¥ 24 8,487
max. 5 5 2.962
mean S 1-23 8.894
D 1-23 8.7a7 2.458 YES

Mame=Sequence SP='YES' Cleavage site between pos. 23 and 24: VDA-GA D=8.787 D-cutoff=8.458 Networks=SignalP-noTM

Traducgédo da Lic-E-NTPDAse 2 clonada em pLEXSY_IE-blecherry4

MASRLVRVLAAAMLVAAAVSV SLDPLLSPCDSAYANVYDVVVDAGSTGSRVHVFQYERGRTGLVLL
RERFKRVEPGLSSFATDPDGAKESLAGLLREFADKVVPQSYQKCTEFVTLKATAGLRLLPESVQQVLLDAAQ
HTLNASPFQSRGASIISGAQEGVYGWLTVNYLLNRLDTDVATVATIDMGGASTQVVFETTPTSGEWLPEN
YAHQLRTPKRTITMYQHSYLGLGMNEAKKKLMMSFAEANGTSSFPCFPRGYAKRLNDVELRNSDATDEFDA
CAGLFREHVITKTTCKEFDACGARGVPQPLFPSRRHLIYAFSYFYDRLYHFSKEGSPVYVSSYKEVGQEVC
HRESARRTTAPEETACMELAYMYSFLTYGLGLSDATALTVPNRIEGMAVSWSLGSSLSFLLKMEGTHHHH
HH-

- pl/Mw tedricos: 7.65 / 46381.74
- Ap6s remocgéao do peptideo sinal, pl/Mw tedricos: 7.21 / 43985.84
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# S5ignalP-4.1 euk predictions

»Sequence
SignalP-4 1 prediction (euk networks): Sequence
: ' ' ' C-score
1.0 ¢ S-score 1
J/K_H““—xv_/’“ﬁ\ Y.score —
08 t n 4
06 ‘ _
4k}
G
[45)
75

T

N e A e e _

MASRLVRVLAAAMLVAAAVEVDAGASLDPLLSE PCOSAYANVYDVVYDAGET GERVHY FOY ERGRTGLVL |

|
o 'VN/W\\ '

0 10 20 30 40 50 60 70
Position
# Measure Position Value Cutoff signal peptide?
max. C 24 2.268
max. Y 24 @.494
max. 5 5 2.963
mean 5 1-23 B.898
D 123 e.71a 8.45@ YES

Name=Sequence SP="YE5' (Cleavage site between pos. 23 and 24: VDA-GA D=8.710 D-cutoff=8.458 Networks=5SignalP-noTM

10.3— Anexo 3

Alinhamento entre sequéncias génicas das Lic-E-NTPDases 1 e 2 e suas correspondent
em L. tarentolae, realizados com as ferramentas online disponiveis no site
http://tritrypdb.org/tritrypdb/.

Alinhamento das NTPDases 1 de L. infantum e L. tarentolae

> LtaPl10.0140 | organism=Leishmania tarentolae Parrot-TarII |
product=Nucleoside

phosphatase, putative;nucleoside diphosphatase,

putative | location=LtaP10:64322-66478(+) | length=2157

| sequence SO=chromosome | SO=protein coding

Length=2157

Score = 2078 bits (2304), Expect = 0.0
Identities = 1636/1959 (84%), Gaps = 21/1959 (1%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 GCCAACCCGCTTCAGTCGCGGCACATGCAGCTCACGCAGAACGCAGTGAAGAAGAGTGAG 60
L e e e B O O O O O O N R N
Sbjct 214 GCCAATCCGCACCAGTCCCTGCACACACAGCTCACGGAGAACGCTGTGAAGAACGGTGAG 273

Query 61 GCAAATCTAGTGAACTGCCGCGAGGTCAACGCGGATTTAAAGAGCGGTGGTGGCGTCAAT 120
I R R R R
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Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct
1050

Query

Sbjct
1110

Query

Sbjct
1170

Query
1017

Sbjct
1230

274

121

334

181

394

241

454

301

514

361

574

421

634

481

691

541

751

601

811

871

721

931

781

991

841

1051

901

1111

961

1171

GCACAGCTGGCGAACTGCCGCTATGTGAACGCGAATTTAAAGGGCAGTGGTGGCGTCGAT

GCCGCACAGGCGATTGCGGAGATGAGGCGGCAGAGAGAGGAGCTGATGAACATCGTCGCG

Frrrrerreerrer reerrr o rrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e re re
GCCGCACAGGCGATGGCGGAGGTAAGGCGGCAGAGAGAGGAGCTGATGAGTATGCTCGAG

CTGGAGCGTGAGCGTGTAGTGTCGGCGCGTAGTCTGCTGCAGGTTTGCGAGGATGAGCTA

FEEEEEEEE rrrrird FEErrrrrrrrrr o rerrer rer rerrrer rrd
CTGGAGCGTCAGCGTGTCTCCTCGGCGCGTAGTCGGTTGCAGGCTTGTGAGGATGCACTA

GCCAGCGACCTCAGTGTACTCTTCGGTGTCGCCGACCACAACTTCACTGCGCGCATCCGG

N FErrrrrrrrrrrrrrrr e rert b 1
GCGAAAGACCTTCGTCTTTCCTCCGGTGTCGCCGACCACCACGTCACCGAGCGTTCCCGT

TCGTTGGAGGAAAAGCGGAAACATTTGGAGGGTTTGCACTCGATGCTCAACACGACCCCG

e e e e e e R R R N N Il
TTGCTAGAGGAGAAGCAGAGATCTCTGGAGGAGTGGCACACGATGCGCAGCGCGGGACCT

TTTGGTGCAGTGGAGCTGCGCCGCAGCAGCGAAATCCGTGCACTGCAGGCGGCTCTCTTT

L TErrrrrrrrd FEEEE rrrrrrer et rrrrrr et rrrrrrrrd
TTGCGTGCAGTGGAGTCCCGCCGGAGCAGCGACATCCGCGCACTGCAGGCTGCTCTCTTT

CACGAGATGCGCGCCAGCAAGAAGAAAGCAGAAAACGGTGTGGCGAACGGCGAAGCGTGC

FEEErrrrrer e el FEErrr e reerrrrrr ki
CACGAGATGCGTGCCTACAAGAC---AGCAGACAACGATGTGGCGAAAGAGGAGACGTGT

ACGAAGACTTCGGACAAGTACTCCGTCGTGTTCGACATCGGCAGCACTGGAAATCGTGTC

R e e RN
GCGAAGTCTTCGGCCAAGTTCTCCGTTGTATTTGATATCGGCAGCACCGGAAATCGTGTT

CATGTCTACAAGTACAGAGTGGCCCCTGCCACGCATACCGCTGCTGCGGCCGGCAGTGAG

R R e A AR N
CATGTCTATAAGTATAGAGTAACACCTCTCAGGCATATTGCTGCCGCGGCTCGGTTTGAG

CTCAGCGACATCGACCTCGTCGAGGAGTTGTTTGAGCTAAATCACAAAGCCCTTAGCGAG

L e e O O O O O O O O O O O O R M R
CTCAGCGACCTGGACCTCGTGGAGGAGTTGTTTGAGCTAAATCACAAAGCTCTCAGCGAA

CTCGATAATCCGGTGCAGGATGCGCCGGAAGCCTTATGGGAGCTCTTCATGAAAGCCAAG

e Frrr rrrrrrrrrnd
CTCGAGAATCCGGTGCAGGAGGCGCCAGACGCCTTACGGGTATTGTTCCTGAAAGCCAAG

TACTTTGTACCGGCGGAGCTGCACGCATGCACGGCAGTCGAGTTCAAGGCTACCGCGGGA

T e o O O O B O A M
AACTTTGTTCCGGCGGAGCTTCACGCATGCACGCCAGTTGAATTCAAGGCCACTGCGGGG

CTGCGCATGCTGGGGATGGAGAAGGCCACCGAAATTCTTGACGGGATTCGCGCGCGCTAC

FEEEEEEEE el FEEEE rrrrrrer rerrrer b rrrrr e rrrrr
CTGCGCATGTTGGGGGCTGAGAAAGCCACCGACATTCTTGCTGCGATTCGCGCACGCTAC

CGCAACGAAACGTTCTGGTTGCGCGGCAATGCACCGGTTCGCATCTTGGATGCCTGCGAG

e e R
CTCAACGAGACGTTCTGGTTGTGCGGAAACTCGCCAGTGCGCATTTTAGATGCCCGCGAG

GAGGGCCCAATGGCGTGGCTCACGGTAAACTACTTACTGGGGGTATTCTCCAGGGGTACA

Frrrrrrr rrrrrrreerr rrrrrrrrrrrrer rrrrrrr rrr rrr e o
GAGGGCCCGATGGCGTGGCTGACGGTAAACTACTTGCTGGGGGCATTTTCCAGGAGCACG

A---AGGCAACCGCCTCGACGGTGGCCGTCATCGACCTCGGAGGCGGCTCCACGCAGATC

| Ferrr e rrrrrrr rrrr e rrrr e et Prr e e
ACGAAGGCAGCCACCTCGACAGTGGCCGTCATCGACCTCGGCGGCGGCTCCACGCAGATC

333
180
393
240
453
300
513
360
573
420
633
480
690
540
750
600
810
660
870
720
930
780
990

840

900

960
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Query
1077

Sbjct
1290

Query
1137

Sbjct
1350

Query
1197

Sbjct
1410

Query
1254

Sbjct
1470

Query
1314

Sbjct
1530

Query
1374

Sbjct
1578

Query
1434

Sbjct
1638

Query
1494

Sbjct
1698

Query
1554

Sbjct
1758

Query
1614

Sbjct
1818

Query
1674

Sbjct
1878

Query
1734

1018

1231

1078

1291

1138

1351

1198

1411

1255

1471

1315

1531

1375

1579

1435

1639

1495

1699

1555

1759

1615

1819

1675

GTCTTCGAACCCGGCGAGAGCGCGTTCCACGGGATGCGCACCGATTTGCGCTACTCGGCA

R e e AR
GTCTTCGAACCCGGTGAGAGCGTGTTCCGCGAAATGGGCACCGACTTCCGCTATTCGGCA

ACCTTGGGCAGCCGGTCTGTGAGTGCCTACCAACACAGCTACGAAGGCTACGGCCTGCAC

Frrrrerrrrrrererrreerr e rrrrr rrrrrrr e e e
ACCTTGGGCAGCCGGTCGGTGAGAGCGTACCAGCACAGCTACGAAGGCTACGGCCTGCAC

GCGGCCACCAAGGAGCTGCTTTTCCACATTCAAGGCAAGAGCCAAGAGAAGCCGGGAGGC

FErrrrrrrrrererrreerrrrrrerrrrrrerr et rerr rrrr e rrrrr e
GCGGCTACCAAGGAGCTCCTTTTCCACATTCAAGGCAAGCGCCAGGAGAACCCGGGCGGC

GGTACC---ACCACCAGCACAGCAACGACGACCACCACGACAACACCGGCAAACAGCGGC

RN R e N R R R RN
GCTACCCCTACCACCTGCACAGCAACCAGGACCACCACGACGGCACCCGCAAGCAGCGAT

GACAAGGCTCTGTCTGTTTGGAACGTTCTGGGAAACCTGGGTGCAGACGGGAGCAGCGAG

RN e R R R N RN N R \ L
GACAAGGCTCCGTCGGTTCGGGACCTTCTGGGARACGTGGCTGCAGATGCCGGTGACGCG

CGAGACGACATCGTCACCAAGAGAGCGCCGCCGATGCCACCACCGCCACTGCCGGACGCG

FEErrrrrrer e rrrrt i FEEEEr otk i
CGAGACGACATTGCCACGAAGAGTGTGCC-~~——==—~-~~ ACCGCCTCAGCGGGATGCA

GAGGCGGTGGAGGCGTTCCCCTGCTTCGCTGTCGGCTACGAAGACCCGCTAGGGGTGAAG

Frrrrrrrrerreerrerrr rerer rerr e e e e e e e
GAGGCGGTGGAGGCGTTCCCGTGCTTTGCTGTCGGCTACGAAGACCCGCTAGGGGTGAGG

AACATCAAGAAAAACAATACCGGGGAGCCGGCTATGCCCCCGAACTTCCAGGCTTGCGCG

R e A R E e R .
AACATCAGGCGAAACAATGCCGAGGAGCCGGTTGTGCACCCAAGCTTCCAGAGTTGCATG

AACCTTTTCCGCGATCGGCTGCTAAAGCCAGTGGGGCTGACATGTGAGGCGGCCAACTGC

O I B O I e B e e N,
AACCTTTTCCGTGATCGGTTGCTGARACCTGTGGGGCTGACATGTGAGGCCGCCAACTGC

GGCATCGCTGGTGTCATGCAGCCACCGCTGACCAACTTCACCGGGGAAATCTACGTGTTT

R R R e R R R R R
GGCATCGCCGGCGTCATGCAGCCGTCGCTGGCTAACTTCACTGGTGAAATCTATATGTTT

TCGTTCATCTTTGATCTGCTGGCCTTGGCGAACAGCTCCCTGGTGCCAGCGGGGGCTGCC

TCATTCATTTTTGATCTGCTAAGCTTGGCGAACAGCTCACTAGTGCCAGCGGGGGCTGCC

GTGTCAAGGGAAAAGTTTGAGGTGAAGCTGCCGGACCTAGCGACGATTGCGGAGGGTCAC
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Sbjct 1879 GTATCGAAGGAAAAGTTTGAGATCAAGCTACCGGACCTAGCGAGGATTGCGGAGGGTCAC
1938
Query 1735 TGCGCCGCCTTCTCCCTCACCCGTATCGCCGAGGCGACCGCCAAGGAGGGCCTCGGTAGC
1794

Frrerrerrerrrrererrrrerrer e rrrrrrrr e rrrr et e e
Sbjct 1939 TGCGCCGCCTTCTCCCTCACCCGTATTGCCGAGGCGGCCGCGAAGGGGGGCCTCGGTAGT
1998
Query 1795 CTGAAGCCGGAGTACGAGTGCATGTATTACTCCTACGTGTACGCGCTTCTCCGCTACGGG
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10.4- Anexo 4
Cromatogramas das sequencias de nucleotideos obtidas atravées do

sequenciamento das construcdes das Lic-E-NTPDases 1 e 2 clonadas em pLEXSY_IE-
blecherry4. Foram utilizados os iniciadores diretos e reversos disponiveis no kit LESXY.
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Clone 6- Iniciador Reverso

Signal G:402 A:189 T:188 C:241
1159 bases in 16078 scans
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Clone 5- Iniciador Direto
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CAPITULO 2

As interacOes entre Leishmania e macrofagos: o papel das E-
NTPDases e da sinalizacéo purinérgica
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11 - Abstract
Leishmaniasis comprises a group of diseases caused by protozoan parasites of the genus
Leishmania. The transmission occurs by the bite of phlebotomine female sand flies of the
genera Phlebotomus and Lutzomyia. In the mammalian host, these parasites infect and
proliferate mainly into the macrophages, avoiding the harmful effects of the innate
inflammatory response. It has been reported in several works that purinergic signaling,
including purine receptors P1 and P2, are dynamically modulated during both the
development and activation of cells from the immune system to achieve homeostasis or
combat infections as well as harmful damage. Many pathogens are able to subvert the
host immune response in order to promote the success or maintenance of infection. This
subversion can be related to the influence of pathogens on purinergic signaling leading to
decreased levels of the pro-inflammatory molecule ATP and increased levels of the
immunosuppressive molecule adenosine. This scenario can be produced as the final
product of the joint activity of BNTPDases and 5’-ecto-nucleotidases. Thus, this review
will discuss the cellular and molecular events occurring during the interaction of
Leishmania and macrophages focusing on the purinergic signaling pathways and their

relationships with E-NTPDases from pathogenic species of Leishmania.

Keywords: Leishmaniasis, E-NTPDases, purinergic signaling, nucleotides, host-pathogen

interaction
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12 - Introduction

12.1 - Leishmaniasis, Leishmania infection and macrophage relationships.
Leishmaniasis are human diseases caused by protozoan parasites of the genus
Leishmania. The three major clinical forms of the diseases have distinct clinical signs and
symptoms and are comprised of the following: (i) cutaneous Leishmaniasis (CL), (ii)
muco-cutaneous Leishmaniasis (ML; also known as espundia) and (iii) visceral
Leishmaniasis (VL; also known as kala-az&). is characterized by the presence of
long-term ulcerative skin lesions, which in most cases are self-healing. In CL, the patient
generally presents with one or several ulcer(s) or nodule(s) on the skin. Different species
of Leishmania can infect the macrophages in the dermis with variable clinical
presentations and prognoses [1]. Leishmania braziliensis is responsible for most cases of
ML.

VL is the most severe form in which the parasites leave the site of inoculation and
proliferate in the liver, spleen and bone marrow, resulting in chronic infection,
immunosuppression of the host and death if it left untreated [2]. VL is caused by the
Leishmania donovani complex, which is L. donovani in East Africa and the Indian
subcontinent, Leishmania infantum in Europe and North Africa and Leishmania chagasi
in Latin America [3,4].

Leishmania parasites are well suited to initiate infection, resist the arsenal of defense
molecules of innate immunity and achieve a long-term proliferative stage inside host
cells. All species exhibit a pronounced tropism for macrophages, although they have the
ability to infect a variety of other phagocytic and non-phagocytic mammalian cells
[6,7,8,9] Unlike most of intra-macrophage pathogens, the Leishmania proliferative stage

dwells in mature phagolysosomes inside the host macrophaggsuania’s ability to
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evade the self-healing mechanisms of macrophages and their anti-parasitic functions is
directly correlated with their ability to modulate several signaling pathways that regulate
the defense responses in these host cells [10,11,12,13]. The outcomes of Leishmaniasis
diseases are strongly dependent on the initial stages of infection and involve molecular
interactions and cell signaling between macrophages and the parasite ([14,15,16] and for
a complete review see [)7]

The infection of a mammalian host is initiated by the transmission of the parasite by the
female sand flies from the genus Lutzomyia or the genus Phlebotomus. The bite of the
sandfly induces a rapid neutrophil infiltration and substantial macrophage recruitment to
the skin, regardless of the presence of parasites [7,8,20,21]. Then, the metacyclic
promastigotes forms are phagocytosed by neutrophils, but they do not differentiate into
amastigotes or undergo intracellular proliferation within neutrophils [7,22]. Although
neutrophils are the predominant type of infected cell, at the initial stage of infection their
population gradually decreases at the site of inoculation, followed by an increase in the
frequency of infected macrophages [7]. In fact, neutrophils are phagocytic
polymorphonuclear cells that have a very short life span and then spontaneously undergo
apoptosis. The Leishmania major infection of polymorphonuclear neutrophils leads to a
significant delay in the apoptotic cell death program, meaning the parasites do not
multiply and remain as promastigote forms [23]. Additionally, the neutrophils secrete a
high level of MIP1p chemokine, which is known to attract macrophages to the site of
infection [24,25]. When macrophages are recruited, they phagocytose apoptotic infected
neutrophils and become definitive hosts for the amastigote replicative form of the
parasite. Leishmania uses neutrophils as intermediate host cells and modulates their
spontaneous apoptosis and ability to attract macrophages. These data indicated that

Leishmania can use neutrophils as "Trojan horses" to silently enter macrophages [25]
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Thus, the macrophage is an important host cell for establishing infection and the
persistence of the parasite during Leishmania infection.

When macrophages are infected by Leishmania promastigotes, the parasites are recruited
to a vacuolar compartment with characteristics of mature phagolysosomes, where they
transform into non-motile amastigotes, which proliferate by binary cell division within
the acidic and hydrolase-rich fagolysosomal compartment. The ability of these pathogens
to target and replicate within the mature phagolysosomal compartment is remarkable. As
macrophages respond to infection, tissue damage often occurs, contributing to the clinical
manifestations of the various forms of Leishmaniasis [18,26].

The persistence of the parasite infection correlates with the parasite's ability to adapt to
the hostile environment and counter the defenses of the host macrophage. Like other
infectious agents, Leishmania species have evolved effective strategies to dodge the
innate immune response during the early stages of infection, quickly modulating the
signaling pathways of the host cell. Interestingly, several Leishmania molecules secreted
or expressed on the surface of the parasite have been found to be involved in the
inactivation of the key functions of the host macrophage, including the production of
nitric oxide (NO), interleukin-12 (IL-12), tumoral necrosis factor alpha (Tifad
reactive oxygen species (ROS) [27]. In fact, many Leishmania molecules have been
studied in-depth and have been described as potential virulence factors. For example,
liphosphoglycan (LPG), glycosylinositol phospholipids (GIPLs), proteophosphoglycans
(PPGs), secreted acid phosphatases (SAPs) and cysteine protease B have been well-
explored in this matter [28,29,30,31,32,33,34,35]. The GP63, a zinc-metalloprotease
named glycoprotein 63 (GP63), is another critical virulence factor that has been fully
explored [36,37,38,39,40]. However, the E-NTPDases (ecto-nucleoside triphosphate

diphosphohydrolases), while less-extensively studied, have been demonstrated and
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believed to be important infectivity and virulence factors
[41,42,43,44,45,46,47,48,49,50].

In the last few years, there has been accumulating evidence that the E-NTPDases can be
potential virulence factors due to the relationship between ecto-nucleotidase activity and
the ability of Leishmania to generate injury in mice. Moreover, these enzymes have the
potential to regulate the concentrations of tri- and diphosphate nucleosides at the
interaction of the microenvironment/pathogen, and by-products of nucleotide
degradation, such as adenosine, can lead to indirect control of the immune response via
purinergic signaling [51,52,53,54].

Therefore, this review will focus mainly on the description of some cellular and molecular
events occurring during the pivotal multifaceted interaction of Leishmania and the
macrophage. In particular, we will discuss the role of E-NTPDases and purinergic
signaling pathways in the context of the modulation of regulatory mechanisms that
support the inactivation of macrophage signaling pathways and their functions, allowing

the Leishmania to dodge the harmful effects of the innate inflammatory response.

12.2 - Biochemical and Biological Roles of Ecto-nucleotidases and the E-NTPDases

of Leishmania.

Extracellular nucleotides have been described as messengers in many kinds of cells
(muscular, neuronal, and immune). In the immune system, they participate in the
mediation of pro-inflammatory responses, including lymphocyte proliferation, the
production of reactive oxygen species (ROS), and the secretion of cytokines as well a

chemokines [55].

In the extracellular environment, nucleotides (e.g., ATP, UTP, ADP, and NAD),

nucleosides and their derivatives are released in a controlled manner by different cell

99



types to provide the initial responses of purinergic signaling [56]. The final components
of regulatory purinergic signaling comprise the ecto-nucleotidases, and those hydrolyze
extracellular nucleotides to generate other nucleotides and nucleosides (e.g., hydrolysis
of ATP to ADP and ADP to AMP by E-NTPDases and hydrolysis of AMP to adenosine
by 5’-ecto-nucleotidase, see Figure 1A). In this context, ecto-nucleotidases can turn off
the signaling through the decrease in the concentration of a substrate that activates the
purinergic receptor, or they can turn on the signaling if the product of their activity would
be an activator of purinergic signaling [57,58]. Among the important enzymes of this
family are the diphosphohydrolases from ecto-nucleoside triphosphate. The
diphosphohydrolase family (E-NTPDases) [59] can be found on the cell surface, on the
membranes of some organelles, dissolved in the cytosol or even secreted [60]. This family
of proteins shares five conserved domains called "apyrase conserved regions” (ACRS),
which are essential for their catalytic activity [57,61,62]. Briefly, E-NTPDases hydroly
ATP to ADP and ADP to AMP, which can be hydrolyzed to adenosine by 5’-ecto-
nucleotidase [63]. Eight different E-NTPDase genes encode members of the E-NTPDase
protein family [64]. Four of the E-NTPDases are typical cell surface-located enzymes
with an extracellularly facing catalytic site (E-NTPDase 1, 2, 3, and 8). E-NTPDases 5
and 6 exhibit intracellular localization and undergo secretion after heterologous
expression. E-NTPDases 4 and 7 are entirely intracellularly located and face ¢ne lum

of cytoplasmic organelles [64]. The E-NTPDases have several roles in eukaryotic
organisms [65,66,67,68,69,70]. Although rare in bacteria, Legionella pneumophila

secrete E-NTPDases that act as virulence factors [71].

Many pathogens are able to subvert the host immune response by the production of
adenosine that is the end product of the joint action ®TEDase and 5’-ecto-

nucleotidase. This nucleoside modulates cell function via membrane receptors coupled to
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G proteins (Al, A2A, A2B, A3) [72]. It is well appreciated that adenosine receptor
expression is dynamically altered during both development and activation on the surfaces
of macrophages and dendritic cells (DCs). The differential expression of adenosine
receptors at various stages of inflammation is important for fine-tuning the
responsiveness of adenosine receptors to maximize their ability to alter cell function in a
way that generally leads to the restoration of homeostasis [73]. A summary of the general
view of ecto-nucleotidases, ecto-nucleosides and mammalian immune system
homeostasis control is shown in Figure 1. Additionally, E-NTPDases had been found in
several protozoan parasites including the following: Toxoplasma gondii [74]
Trichomonas vaginalis [75] Trypanosoma cruzi [42], Leishmania amazonensjs [76]
Leishmania braziliensis [77] and other organisms [48]. In Trypanosomatids, these
enzymes are important components of the pathway of the salvation of purines [42]
because these parasites are unable to perform de novo synthesis of purines [78].
In Leishmania, literature data suggest that E-NTPDases also participate in the
establishment of infection [43,46] and in the development of clinical signs [44]. In these
organisms, the following two E-NTPDases were identified: E-NTPDase-1 and E-
NTPDase-2. The isoform called as E-NTPDase-1 (approximately 70 kDa) is also known
as guanosine diphosphatase and is more similar to E-NTPDase-1 from T. cruzi that was
described for the first time by our research group [42]. Unfortunately, the literature on
this topic is not uniform and other research groups have named these proteins differently,
e.g., E-NTPDase-2 (approximately 40 kDa) is also called as ATP-diphosphohydrolase
or nucleoside diphosphatase [50]. In order to stimulate a uniformity in the parasite E-
NTPDase nomenclature, we have performed phylogenetic and bioinformatic analyses and

proposed the following uniform nomenclature: TpNTPDase-1 and TpNTPDase-2 (Tp =
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trypanosomatids NTPDases; isoform 1 is approximately 70 kDa and isoform 2 is 40 kDa)

[48].

There are many studies concerning ecto-nucleotidases and E-NTPDases in different
species of Leishmania, and a general concept is that the higher the activity/expression of
ecto-nucleotidases, in particular E-NTPDases, the higher the infection and virulence of
the Leishmania strain or species. Below we will present the state of progress in this field
and more deeply discuss the data involving macrophages.

The first group to study ecto-nucleotidases on the surface of Leishmania was the Meyer-
Fernandes research group, who showed for the first time the presence of Mg-dependent
ecto-ATPases in live promastigotes of Leishmania tropica [79]. Then, the same group
demonstrated the presence of an Mg-dependent ecto-ATPase in Leishmania amazonensis
and its possible role in adenosine acquisition and virulence [80]. They showed for the first
time that virulent Leishmania amazonensis presented higher ecto-ATPase activity than
the avirulent promastigotes. In 2006, Pinheiro and co-workers demonstrated that the
surface E-NTPDase from L. amazonensis is a protein from the CD39 family and that this
enzyme may play a role in the purine salvage pathway [76]. Furthermore, they showed
higher expression and activity in amastigote than in promastigote forms and that
adenosine down-regulated the expression of this enzyme. Additionally, they showed that
adenosine and anti-E-NTPDase antibodies decreased the adhesion of promastigotes to
mouse peritoneal macrophages [76].

There is clear evidence of the presence of E-NTPDases on the Leishmania surface, and
the known main roles of nucleotides in the immune system stimulated other researchers
to investigate E-NTPDases in Leishmania too. In 2004, Maioli and co-workers showed
that L. amazonensis had a higher AMPase activity than L. braziliensis and that these data

had a positive correlation with mouse immunosuppression. They observed lower levels
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of IFN-y and TNFg in lymph node cells caused by L. amazonens and hypothesized that

this event may be through adenosine, a known immunomodulator molecule produced by
the conjunct action of BNTPDase and 5’-ectonucleotidase (5°-NT or CD73) observed

in live and intact parasites [43]. Then, in 2008 Marques-da-Silva studied the influence of
extracellular nucleotides and adenosine on Leishmania infection in a murine model
susceptible to infection by L. amazonensis but resistant to infections by L. braziliensis
and L. major. This work described that the more virulent parasite (L. amazdnensis
hydrolyzed higher amounts of ATP, ADP and AMP and that this result correlated with
higher expression of E-NTPB@2 on the L. amazonensis membrane [46]. Furthermore
they have shown that the presence of adenosine or highekease activity by 5°-NT

on the parasite led to an increase in lesion size, parasitism and a delay in lesion healing.
On the other hand, inhibition of a specific adenosine receptor (A2B) resulted in a decrease
in lesion size. These data suggested that higher ecto-ATPase conjugated with higher ecto-
AMPase activity on the Leishmania surface could convert the pro-inflammatory ATP
molecule to the immunomodulatory adenosine molecule that may influence the
establishment of Leishmania infection [46].

De Souza and co-workers investigated the relationship between ecto-nucleotidase
activities and L. amazonensis infection more deeply. They have shown that higher ecto-
nucleotidase activity in parasites from short-term culture positively correlates with higher
lesions in mice models and higher infection rates in macrophages [45]. On the other hand,
lower ecto-nucleotidase activity in parasites from long-term cultures led to the
development of smaller lesions and higher levels of ffaduction in lymph node cells

from infected mice than the short-term culture parasites. In addition, infection with the
long-term parasites expressed higher amounts of CXCL10 mRNA, which might activate

macrophage cells to kill the parasites. This paper reinforced the evidence that the enzymes
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involved in the metabolism of extracellular nucleotides positively influence the adhesion
to target cells and modulate the host cell chemokine production [45]. Recently, Gomes et
al. demonstrated the role of E-NTPDase2 from L. amazonensis in macrophage infection.
This paper shows that in Leishmania amazonensis, the pathogenic agent of diffuse
Leishmaniasis, the high activity of E-NTPDase-2 at the surface of the parasites, increased
the survival rate in LPS/IFN-activated cells [49]. On the other hand, the inhibition of
surface E-NTPDase2 led to a lower survival rate and higher macrophage activation. The
inhibition of this enzyme activity resulted in decreased parasite survival in activated J774
macrophages, which was associated with increased production of NO and inflammatory
cytokines (TNFe and IL-12). The authors also demonstrated that the ecto-nucleotidase
activity in L. amazonensis is also related to the inhibition of the inflammatory profile of
macrophages. Therefore, the expression of E-NTPDase at the parasite surface plays an
important role in the modulation and infection of macrophages [49].

Another group of researchers demonstrated that L. amazonesis resistant to vinblastine (a
cell division inhibitor) showed an increase in the?Mdependent ecto-ATPase activity

and an increase in the severity of disease in infected mice [81].

Based on the importance of E-NTPDases in L. amazonensis infection and on the evidence
of the presence of the same two orthologous E-NTPDasel and 2 in L. infantum, a study
published by our group in 2013 investigated the use of recombinant E-NTPDase2 from
L. infantum (Lic-E-NTPDase2) as an antigen in the diagnosis of canine visceral
Leishmaniasis (CVL) by an ELISA assay. In this work, anti-E-NTPDase2 antibodies
were detected in 100% of the dogs with CVL from an endemic region of Brazil, regardless
of the stage of the disease (asymptomatic, oligosymptomatic or polisymptomatic) [50]
This work has shown the expression of E-NTPDase2 on this parasite and highlighted its

antigenicity. Next, our group studied the ecto-nucleotidase activity of recombinant Lic-
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E-NTPDase2, its expression on promastigotes and its possible roles in macrophage
infection. We demonstrated that this enzyme is a genuine nucleotidase from the CD39
family, and its hydrolytic capability to use tri- and diphosphate nucleosides (ATP, ADP,
GTP, GDP, UTP and UDP but not AMP) depends on divalent cations (Mg&*) and

on the use of known partial inhibitors from the CD39 family. The nucleotidase activity of
this recombinant protein was similar to that of live promastigotes. In addition, we showed
the expression of E-NTPDases on the surfaces of these cells. The role of Lic-E-NTPDase2
during Leishmania infantum chagasi adhesion and infection of macrophages was also
investigated, and the results suggest that this protein participates as a facilitator of
adhesion and infection. These roles were indicated because when we used the
recombinant protein as a competitor or the anti-E-NTPDase2 antibody in adhesion and
infection assays, we observed significant decreases in the adhesion and macrophage
infection indices. However, the proliferation of the parasite inside macrophages was not
affected. These results suggested the existence of a possible binding site (like an unknown
receptor) for the Lic-E-NTPDase2 in macrophages that could participate in facilitating
adhesion and infection [48]. These data are in accordance with previous results also
observed in Trypanosoma cruzi [47].

In 2011, Maia et. al. demonstrated the occurrence of another conserved domain, which
differs from the characteristic conserved domains (ACRs) of the ATP
diphosphohydrolase family, as a functional region in ATP diphosphohydrolase isoforms
of Schistosoma mansoni and L. (V.) braziliensis. In addition, there was associated
antigenicity of this domain in Schistosomiasis and Leishmaniasis. The r-Domain B shares
an identity with the conserved domain 187 within potato apyrase and has
demonstrated immunostimulatory properties by activating humoral immune responses in

healthy BALB/c mice as well as increasing the production of IgG2a and IgG1 subtypes.
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Along with the other results demonstrated, the authors suggested that for the human
immune system, the conserved domain B (with high similarity to the domain B of potato
apyrase) within either S. mansoni SmATPDase?2 (r186) or L. braziliensis NDPase
(r83-122) is rich in B-cell epitopes [82]. In another work, this same group reported an
antigenic and catalytically active E-NTPDasel isoform of approximately 50 kDd.from
infantum promastigotes. In the tests performed, the E-NTPDase activity was not affected
by inhibitors of adenylate kinase and ATPases, and an antigenic conserved domain (r82
121) rich in B cell epitopes was identified [83]. As can be seen, L. amazonensis was the
main investigated species in this field. All of the published papers agree that when the
ecto-nucleotidase (ATPase, ADPase and AMPase) is higher, the infection and virulence
are higher too. In addition, the roles of E-NTPDase as a facilitator of adhesion and
infection of macrophages were indicated based on when the nucleotidase activity of E-
NTPDase seems to be inactive. In this manner, we believe that E-NTPDases could bind
to specific receptors on target host cells (like macrophages) and directly influence their
adhesion or modulate the host purinergic signaling inhibiting the ATP and ADP
signalizations and promoting the adenosine signaling. In this last role, the result of
purinergic signaling may be dependent on the global ecto-nucleotidase capability of E-
NTPDases and 5°-NT from the parasite and may be influenced by the host purinergic
system as well (see Figure 1).

In this context, in the next section we will discuss the purinergic signaling in the context

of Leishmania infection.
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12.3 - Purinergic signaling in the immune system in the context of Leishmania

infection and macrophages

Purinergic signaling is present in many organisms as an important communication
mechanism between the cells and the extracellular medium or cell to cell. Although we
do not know the purine receptors involved in this signaling in all organisms, including in
bacteria and protozoa, there are many studies concerning the purinergic signaling in
mammals. The known purine receptors are cell membrane-anchored proteins that
recognize purines and pyrimidines, which bind to the receptor triggering a series of
reactions that can change cell behavior. These purine receptors are divided into two types,
the P1 and the P2 receptors [87]. The P1-type receptors are divided into A1, A2a A2b and
A3, all of which are activated by adenosine. These receptors are serpentine type receptors
coupled to G protein (GPCR) in the cytosolic portion acting in the activation or inhibition

of adenylyl cyclase [87,88]. The P2-type receptors are subdivided into the following two
major groups: P2X and P2Y. The P2X channel-type receptorsi{Pa¥e activated by

ATP and allow the flux of cations across the membrane as a non-selective ion channel.
They are activated by different ATP concentrations depending on the subtype. The P2Y
receptors (P2Y, P2Y2, P2Ys, P2Ys and P2Y114) are GPCR [87,88,89,90]. The P2Y
receptors may be activated by ATP, ADP, UTP, UDP, ITP and nucleotides bound to
sugars [88].

The P1 and P2 receptors are expressed in several types of immune cells, such as
neutrophils, monocytes, macrophages, lymphocytes, natural "killer" cells and dendritic
cells. However, it is important to note that the variability of the population and expression
of receptors in each cell type is crucial to determine the physiological response for each
stimulus [87,88,94,97,98,99,100,101,102,103,104].

Previous studies demonstrated the effect of activation of these receptors in immune cells

and their importance in the modulation of the response through the control of cytokine
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release. For example, it was demonstrated that the &&¥ P2Y> receptors as well as

the P1A2a, A2b and A3 receptors are important in the mechanism of macrophage
chemotaxis induced by a C5a gradient that is dependent on ATP signaling [95]. In this
work, the addition of potato apyrase (an E-NTPDase with high ATPase and ADPase
activities) led to a decrease in chemotaxis because the potato apyrase removed
extracellular nucleotides released after the stimulation [95]. In addition, the authors
observed a decrease in cytokine release [95]. A similar result was observed when the
authors used a cocktail of purinergic receptor inhibitors including MRS-2179.)P2Y
AR-C69931MX (P2Y2), NF449 (P2X and P2)%) and the non-selective inhibitor for the

P1 receptor &p-sulfophenyl) theophylline in macrophages with deletion for £2Y
Interesting, P2Y> and P1 inhibitors are enough to disorient a macrophage-&&ted

cell in a chemotactic gradient [95]. In another study using human neutrophils, it was
shown that the polarized release of ATP led to the activation of P1A3 anddt2ptors.

These effects are related to the amplification of the signal that controls the cell orientation.
In this study, authors showed that neutrophil chemotaxis changed when extracellular
nucleotides were hydrolyzed by apyrase. Another effect observed was the reduction in
the formation of superoxide [105]. Furthermore, activation or inhibition of P2 receptors
on monocytes can cause effects in other cells, such as changes in neutrophil migration. In
this context, it was shown that macrophages stimulated by lipopolysaccharides (LPS)
were capable of releasing IL-8 that stimulates the migration of neutrophils. In addition,
the secretion of IL-8 is dependent on cell stimulation by LPS, which in its turn leads to
nucleotide release activating P2¥nd P2¥% receptors. Moreover, a decrease in8IL-
release was shown when P2and P2¥ receptors were inhibited or knocked down.
Similar results were obtained when potato apyrase was added during stimulation with

LPS [94,106].
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In another study using mouse macrophages, it has been shown that the activation of the
P2X7 receptor is regulated by E-NTPDase-1 on the cell surface. In experiments for the
induction of apoptosis by extracellular ATP, it was found that normal cells have a much
lower mortality rate than the E-NTPDase-1 gene knocked out cells. This suggests that E-
NTPDase-1 acts as a regulator of P2Xtivation and blocks sudden apoptosis [107]
Taken together, those data indicate that the purine receptors play important roles in
immune system cells and that ecto-nucleotides and ecto-nucleotidases are closely related
with purinergic signaling (a summary of the data is presented in Figure 1).

Thus, it is important to emphasize that E-NTPDases (synonym apyrase) can act in the
regulation of purinergic signaling and that this activity is related with self-purinergic
signaling control. This control could be by an ecto-nucleotidase from the same organism
(e.g., E-NTPDasel from the CD39 protein family) or by non-self-purinergic signaling
control if the ecto-nucleotidase is from a distinct organism. Thus, we can imagine that the
expression/activity of E-NTPDase on the surface of parasites or secreted by them can
influence the host purinergic signaling, simulating the regulatory effect of the host cell
enzymes but in this case favoring infection. In fact, several studies support this
mechanism. For example there are many papers describing that the activation isf P2X
required for the activation of cells from the host immune system and elimination of
infection. P2X%activation is one important regulatory mechanism to start specificimmune
response against intracellular pathogens [102,103,108,109,110]. This receptor also acts
in the control of apoptosis in monocytes and macrophages infected with Mycobacterium
tuberculosis, and this is an important pathway through which cells can eliminate
intracellular infection as well. In this manner, it was demonstrated that the P2X
expression is increased when monocytes are infected by M. tuberculosis and that

apoptosis induced by ATP is also increased. In addition, the apoptosis induced by ATP
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decreased when the P2keceptor was inhibited in infected cells [102]. Similar results
were observed in cardiac mast cells infected by T. cruzi. In this study, infected cells
showed increased expression of P2Xnd the parasite regulated the activation of this
receptor. However, the specific mechanism of this regulation was not clear [111]. Studies
with T. gondii showed that the P2Xeceptor was also important for the elimination of
infection [112]. This paper has shown that infected macrophages were capable of
eliminating the parasite when they were stimulated with ATP. In Schistosomiasis, a
chronic inflammatory disease caused by the extracellular parasite S. mansoni, peritoneal
macrophages from infected mice had less sensitivity to ATP than cells from uninfected
animals. Despite that S. mansoni infection did not increase the global expression,of P2X
the authors observed a significant decrease in the papulation on the membrane
surfaces of cells from infected mice [113]. In human erythrocytes infected by Plasmodium
falciparum, another work showed evidence that PZéarticipates in cellular
permeabilization. In this manner, infected cells were more sensitive to permeabilization
induced by ATP than uninfected cells, and P2¥éficient cells showed lower levels of
permeabilization than wild-type cells [92].

As noted for the pathogens described above, there are many papers that studied purinergic
signaling in Leishmania infection. Most of these works studied infection in L.
amazonensis, the causative agent of diffuse Leishmaniasis that is known to lead to non-
ulcerative metastatic lesions related to an immunomodulatory action of the parasite in
relation to the host [109,114,115,116,117]. The literature has shown increased expression
of P2X7, P2Y2 and P2Y receptors in infected macrophages in comparison to uninfected
cells. In addition, the activation of these receptors was important for the elimination of
the parasite, and infected cells were more sensitive to apoptosis induced by UTP or ATP

[109,116]. Interesting data concerning the P2¥ceptor showed that macrophages
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infected with L. amazonensis and uninfected macrophages have altered selectivity for ion
flux [116]. One recent work more deeply elucidated the mechanism of action of the P2X
receptor in the elimination of L. amazonensis. They observed that &2Xation is
necessary for the formation and release of leukotriene B4 that in turn binds to the
leukotriene B4 receptor and assists in parasite elimination pathways. When the P2X
receptor was blocked, it was observed that ATP did not elicit the expected response in
infected macrophages, and when the leukotriene B4 receptor was blocked, a reduction in
the effect of ATP on the infected cell was observed because the leukotriene B4 released
could not bind to its receptor [114]. We can conclude that2¥ery important for the
activation of immune cells, mainly in macrophages, and the elimination of parasites,
including Leishmania, but this receptor is not the only one involved in infection.

It has already been demonstrated that P2Wid P2¥ can also participate in L.
amazonensis elimination [109,116]. In fact, parasites can modulate the activation of
purinergic receptors, including macrophage receptors, but it is still necessary to
understand more details about how the parasite modulates these receptors, and it is
necessary to expand the studies to other purinergic receptors.

The P2X7 receptor is the most studied receptor concerning its relationship with
Leishmania infection, but we still need more details to better elucidate the relationship
between purinergic signaling and Leishmania infection including the following details:
the specific receptors involved in infections by different Leishmania species; and the
commonly activated receptors. It is also important to understand the signaling cascade
involved and the biological outcomes. We believe that many receptors and pathways
could be activated at the same time, and this can make research in this field difficult. The

expansion of knowledge in these fields will certainly contribute molecular details that can
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be applied in the future development of better and new drugs to treat Leishmaniasis or
other types of intervention to control these diseases.
The figure below proposes a hypothetical signaling pathway that occurs during the

interaction of Leishmania and macrophages.

13 - Conclusion and future perspectives

Currently, there are 12 million people infected with Leishmania and every year there are
2 million new cases reported. However, there are not effective vaccines, and the parasites
are increasing their resistance to the few drugs available. The Leishmaniasis are prevalent
in 98 countries in Asia, Africa, Central and South America and some European countries,
with at least 20 pathogenic species of Leishmania. Additionally, most drugs have several
side effects increasing the difficulty of treatment. In general, the variation in drug
sensitivity and the specific way that each species interacts with the host often translates
into limitations in the drug choice.

The advancement in understanding the immune responses directed by the host towards
the infection and how the parasites can interfere with these mechanisms will assist in
efforts to minimize the symptoms of this disease. Similarly, the expansion of the
knowledge of the functions of macrophages and Leishmania survival strategies will aid
in making accurate decisions and increased efforts to develop drugs and vaccines.
Several studies cited here demonstrate the importance of the activation of purine receptors
in host cells in order to have an effective response against the parasiteisREX
receptor that we have the most details about until now, but more research is needed to
better illustrate what receptors are involved and the specific role of each receptor
[102,107,108,109,110,112,113,114,118,119,120,121,122]. As for the parasites, there

have also been several studies demonstrating the importance of ecto-nucleotidases for the
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virulence mechanism. There is a direct relationship between the ability to hydrolyze
nucleotides and the ability to sustain infection [41,44,45,46,49,76,80,123,124,125,126]
It has also been shown recently that the E-NTPDase of parasites can act asiam adh
protein during the early stages of infection [47,48,127]. Inhibiting Leishmania molecules
that actively modulate the macrophage signaling pathways is essential to prevent the
intracellular survival of Leishmania. Thus, the demonstrated waterways are a good field

to search for the development of new drugs.
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15 - Files

Table 1: Overview of the biological roles of E-NTPDases and ecto-nucleotidases from

Leishmania.

Table 2: Overview of the influence of Leishmania infection on the purinergic system in

the context of the immune system.

Figure 1: Summary overview of purinergic signaling in the context of the immune
system during homeostasis, dangerous stimuli or in the face of Leishmania

infection. 1A) Summary representation of the purinergic signaling under homeostasis
conditions. During homeostasis self-ectonucleotidases (e.g., ENTPDases and 5°-NT)
maintain lower concentrations of purinergic signaling mediators (e.g., ATP, ADP, AMP
and ADO) in order to maintain the ecto-nucleotide dependent homeostasis of the innate
immune system. 1B) Summary of known changes in the purinergic signaling pathway
through nonspecific dangerous stimuli (e.g., infection, inflammation, and necrosis).
After a dangerous stimuli, the concentration of purinergic signaling mediators increases
leading to the activation of purinergic receptors, which could culminate with increased
levels of inflammation, apoptosis, chemotaxis, phagocytosis and ROS response. 1C)
Summary of known influences of Leishmania infection on the purinergic signaling.
During Leishmanial infection, the action of ectonucleotidases from the parasite (e.qg.,
ENTPDases and 5'NT) can subvert the host immune system through the modulation of
purinergic signaling, leading to the inhibition of P2 activation and inducing P1

activation by ADO. Additionally, E-NTPDases from Leishmania can act as pro-

adhesion molecules to facilitate the infection of host cells (e.g., macrophages).
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Figure 1
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Table 1. Overview of the biological roles of E-NTPDases and ecto-nucleotidases from Leishmania

Biological observation

Specie

Reference

Ecto-ATPase Mg++ dependent involved in adenosine acquisition and virulence

E-NTPDase is expressed at the surface of the plasma membrane, flagellum, and several
organelles

Presence of Ecto-ATPase, ADPase and 5 -nucleotidase in three Leishmania species
and relation with immunosuppression in lvmph node cells.

E-NTPDase participates in adhesion to macrophages and the punine salvage pathway.
The ecto-ATPase activity is corresponding to the CD39 family.

Higher E-NTPDase 2 and AMPase activity in L. amazonensis compared to L
braziliensis and its relationship with lesions and virulence

Ecto-nucleotidase activity is associated with lesion development and parasite
multiplication

Ecto-nucleotidase activity is associated with infectivity and lesions in mice

Ecto-nucleotidase activity is associated with virulence

High ecto-nucleotidase activity inhibits NO production by activated macrophages
E-NTPDase is associated with disease progression in mice

E-NTPDase induces specific immune response in naturally infected dogs
E-NTPDase is expressed in amastigotes in naturally infected dogs

E-NTPDase activity inhibits macrophage activation

E-NTPDase is associated with adhesion and infectivity in macrophages

L. amazonensis

L. amazonensis;

braziliensis

L. amazonensis,

braziliensis,
L. majer
L. amazonensis

L. amazonensis,

braziliensis

L. amazonensis;

braziliensis

L. amazonensis;

infanium
L. amazonensis

L. brazifiensis
L. amazonensis
L. infantum

L. infantum

L. amazonensis

L. infantum

Berredo-Pinho, 2001

Coimbra, 2002; Rezende-Soares et. al, 2010;

Vasconcellos et. al., 2014

Maioli 2004

Pinheiro, 2006

Marques-da-Silva et. al., 2008

De Souza, 2010; Leite, 2012

De Souza, 2010; Vasconcellos et. al., 2014
Paletta-Silva, 2011

Leite, 2012

Detoni et. al., 2013

de Souza et. al., 2013; Maia et. al.. 2013
Vasconcellos et. al., 2014

Gomes et, al., 2014

Vasconcellos et al., 2014

Table 2. Overview of the influence of Leishmania infection on the purinergic system in the context of the immune system (Purine receptors

in parasite infections)

Host cells Parasite Purine receptor Mainly biological effects Reference
Erythrocytes P falciparim P2Y, Can participate in the permeability of the infected cell. Li, 1998
Monocytes M. tuberculosis B2X; mRNA increased Placido, 2006
Macrophage M. tuberculosis P2X;, mRNA increased Placido, 2006
Macrophage L. amazonensis P2X, mRNA increased, receptor is functional Chaves, 2009
Macrophage T. gondii F2X; P2X7 activation may help in the elimination of infection Correa, 2010
Macrophage L. amazonensis P2X; Changed the receptor selectivity Marques-da-Silva, 2011
Macrophage L. amazonensis P2Y; and P2Y, mRNA increased and receptor is functional Marques-da-Silva, 2011
Cardiac mast cells T. cruzi P2X; mRNA increased Meuser-Batista, 2011
Peritoneal mast cells T. eruzi P2X, Didn't change mRNA level Meuser-Batista, 2011
Macrophage S. mansoni P2X; Decreased population of P2X7 in membrane surface. No  Oliveira, 2014

change in mRNA level.
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