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RESUMO 

 

 VALIATE, Bruno Vinicius Santos. M.Sc. Universidade Federal de Viçosa, outubro de 
2012. Estudo dos polimorfismos no gene da NTPDase 2 da cepa ET de Leishmania 
(Viannia) braziliensis.Orientadora: Juliana Lopes Rangel Fietto. Coorientadores: 
Eduardo de Almeida Marques da Silva e Márcia Rogéria de Almeida Lamêgo. 

 

As Leishmanioses são doenças negligenciadas de países subtropicais. Causada 

por protozoário do gênero Leishmania, que são transmitidos por flebotomíneos. As 

Leishmanioses consistem basicamente de duas formas, cutânea e visceral. Na 

superfície dos parasitos deste gênero há proteínas denominadas ecto-nucleotidades 

(apirases). Apirases são enzimas que hidrolisam nucleosídeos tri e di-fosfatados. Em 

Leishmania braziliensis há dois genes de apirase mapeados, NTPDase-1 e 2. Há 

diversos trabalhos que relacionam a atividade destas enzimas com processos como 

virulência, infecção, captação de nutrientes e adesão celular. Dados não publicados de 

RNA seq revelaram que na sequência mensageira das NTPDases existem 

polimorfismos de base única (SNPs). SNPs podem influenciar a função de um gene 

através de mudança de uma base de um códon, podendo gerar uma mudança de 

aminoácido. Este trabalho objetivou a análise dos SNPs da NTPDase-2 da cepa ET de 

L. b. Na primeira parte do trabalho o DNA genômico foi extraído para que pudesse ser 

usado como molde para isolamento do gene da NTPDase-2 por PCR. O gene isolado 

foi ligado no vetor pJET para posterior sequenciamento. Na segunda parte, foram 

isolados clones dos parasitos cultivados através de diluição limitante. Após o isolamento 

de 5 clones, foram feitos os mesmos procedimentos da primeira parte para que a 

NTPDase-2 de cada clone pudesse ser sequenciada. Com os clones foi feita uma curva 

de crescimento e medida da atividade ecto-nucleotidásica. O sequenciamento mostrou 

que há 2 SNPs que não mudam o códon em todas as colônias isoladas pra 

sequenciamento, tanto na primeira quanto na segunda parte. Dos 5 clones, dois tiveram 

um crescimento menor que os demais. Na comparação das atividades nucleotidásicas 

foi observado que os clones que mais cresceram tiveram maior atividade, confirmando 

resultados de outros trabalhos que relacionam proliferação dos parasitos com atividade 

ecto-nucleotidásica. Entretando um dos clones apresentou alta atividade sem que tenha 

se observado alta proliferação. Os resultados confirmaram parcialmente esta relação e 

estudos posteriores visam completar e melhor explicar os resultados observados. 
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ABSTRACT 

 

 VALIATE, Bruno Vinicius Santos. M.Sc. Universidade Federal de Viçosa, outubro de 
2012. Polimorphisms’study of on NTPDase-2 gene of ET strain from Leishmania 
(Viannia) braziliensis.Adviser: Juliana Lopes Rangel Fietto. Co-advisers: Eduardo de 
Almeida Marques da Silva and Márcia Rogéria de Almeida Lamêgo. 

 

Leishmaniasis are negligenciate diseases of sub-tropical countries. They are 

caused by protozoa that belong to Leishmania genus and are trasmitted by sand flies. 

Leishmaniasis mainly exists at cutaneous and visceral forms. At the Leishmania„s 

surface there are proteins named ecto-triphosphate diphosphohydrolase (apyrases). 

Apyrases are enzymes that hydrolyze tri and di-phosfate nucleosides. Leishmania 

braziliensis has two mapped apyrase genes in its genome, NTPDase-1 and NTPDase-2. 

There are several papers that correlate the enzymatic activity with some processes like 

virulence, infection, nutrients capitation, and cellular adhesion. Non published data 

showed that there are single nucleotides polymorphisms (SNPs) in the messenger 

sequence of the NTPDase. SNPs might influence gene function by changing a codon 

base and its encoding amino acid. The present work proposed an analysis of SNPs from 

NTPDase-2 of ET strain of L.b.  At the first part of the work, the genomic DNA was 

extracted to be used as a mold to the isolation of the NTPDase-2 gene by PCR. At the 

second part, clones of cultivated parasites were isolated through the limited dilution. 

After the isolation of five clones, the same procedure of the first part was made with the 

aim to sequence the NTPDase-2 gene of each isolate clone.A growth curve and 

measure of ecto-nucleotidase activity with the clones was made. The sequencing 

showed that in all the isolated colonies (in both at the first as at the second part) there 

are just 2 SNPs that do not change the codon. Two of five clones had a smaller growth. 

In the activity, the clones with the biggest growth had the biggest activity, it confirmed 

other results relating parasite`s proliferation and the ecto-nucleotidase activity. One of 

the clones, D12, had a high activity but did not grow so much. With this results, we can`t 

confirm the total relation but there are many mechanisms involving the cell growth and it 

may be involved with the difference between the activity and the clone D12 growth.
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1. Introdução 

As leishmanioses são antropozoonoses consideradas um grande problema de 

saúde publica.Representam um complexo de doenças com amplo espectro clínico e 

diversidade epidemiológica (Manual de Vigilância da Leishmaniose Tegumentar 

Americana- Ministério da Saúde, 2007). A Organização Mundial deSaúde (WHO) estima 

que 350 milhõesde pessoas estejam expostas ao risco de contrair leishmaniose, com 

registro aproximado de dois milhões de novoscasos das diferentes formas clínicas ao 

ano. São causadas por infecção com protozoários do gênero Leishmania e transmitidas 

por fêmeas infectadas de flebotomíneos dos gêneros Lutzomyia e Phlebotomus. O 

curso da doença é determinado por alguns fatores, como aagressividade e o tropismo 

de cada espécie e acondição do sistema imune(revisto por Neuber, 2008) e pode ser 

dividida basicamente em duas formas clínicas: tegumentar e visceral (Herwaldt, 1999).  

As leishmanioses acometem os países sub-desenvolvidos e em desenvolvimento 

de clima tropical e sub-tropical. Constam na lista das doenças negligenciadas, sendo 

endêmicas em todas as regiões do Brasil, com exceção da região sul (Ministério da 

Saúde, 2012). 

Por muitos anos, o impacto das leishmanioses na saúde pública tem sido 

subestimado, principalmente devido à falta de consciência do seu alto impacto sobre a 

saúde. Ao longo dos últimos 10 anos, regiões endêmicas foram se espalhando e tem 

havido um forte aumento no número de casos registrados. Como a notificação é 

obrigatória em apenas 32 dos 88 países afetados pelas leishmanioses, um número 

substancial de casos não é registrado. Estima-se que, anualmente no mundo ocorram2 

milhões de novos casos (1,5 milhões para a forma cutânea  e 500 000 para visceral), 

embora apenas cerca de 600 000 sejam oficialmente reportados e mais de 50 000 

pessoas são levadas ao óbito.  Esse número é somente ultrapassado, para doenças 

parasitárias, pela malária. Um fato que agrava a situação é a emergente co-infecção 

com o vírus HIV. A estimativa é de que aproximadamente 12 milhões de pessoas 

estejam infectadas no mundo atualmente (WHO, 2012).  

Na superfície dos parasitos causadores das leishmanioses há proteínas que se 

apresentam como potentes alvos para a elaboração de vacinas, quimioterápicos e 

outras formas de combate à infecção. Dentre essas proteínas, destacamosas Ecto-

Nucleotídeo Trifosfato Difosfohidrolases, comumente chamadas de E-NTPDase ou 
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apirases. Estas ecto-nucleotidases são enzimas pertencentes à família do CD39e atuam 

hidrolisando nucleosídeos tri e di-fosfatados do meio extra-celular, influenciando assim 

na captação de purinas e na sinalização purinérgica(Sansom, 2008). 

 A participação das ecto-nucleotidases na infectividade e virulência de parasitos é 

fortalecida por vários trabalhos da literatura (Asay e cols., 1995; Nakaar e cols., 1998; 

Berredo-Pinho e cols., 2001; De Jesus e cols., 2002; Barros e cols., 2000; Maioli e cols. 

2004; Marques-da-Silva e cols., 2008; Santos e cols, 2009). Estas enzimas se mostram 

hojecomo potenciais alvos para o desenvolvimento de novas abordagens racionais para 

a quimioterapia e imunoterapia (Sanson, 2008). 

Em Leishmaniae em Trypanosoma cruzijá foi mostrado que a maior capacidade 

ecto-nucleotidásica parece estar envolvida com a virulência (Fietto e cols, 2004; Maioli e 

cols 2004; Marques-da-Silva e cols., 2009; Santos e cols, 2009).  

No presente trabalho, foi utilizadauma cepa de Leishmania (V.) braziliensis 

proveniente do banco de isolados do Laboratório de Pesquisas Clínicas do Instituto de 

Pesquisas René Rachou – Fiocruz, que apresenta descrição completa das 

características clínicas dos pacientes de onde foram isolados.Dados internos do nosso 

grupo de pesquisa e de equipes colaboradoras forneceram informações que inspiraram 

a realização deste trabalho.  

Em modelo murino foi obsevada considerável diferença da virulência entre a cepa 

ET e uma outra cepa, denominada NSL (Leite e cols, 2012). Ensaios de atividade ecto-

nucleotidásica são utilizados como marcadores de virulência e infectividade (Bisaggio D. 

F. e cols., 2003; Asay e cols., 1995; Nakaar e cols., 1998; Berredo-Pinho e cols., 2001; 

De Jesus e cols., 2002; Tasca, T. e cols., 2005; Barros e cols., 2000; Marques-da-Silva 

e cols., 2008; Santos e cols, 2009). Com base neste ensaio de atividade enzimática, 

utilizando-se estas duas cepas, foi verificado que a cepa NSL possui maior atividade 

ecto-ATPDásica que a cepa ET (Leite e cols, 2012). Isso pode ter influência sobre a 

infecção devido ao fato de nucleotídeos extra-celulares estarem relacionados com a 

modulação do sistema imune (Coutinho-Silva, 2007; Bours e cols, 2006). Em outro 

trabalho, em análises de RNA-seq, dados detranscriptoma revelaram a presença de 

polimorfismos de base única (Single Nucleotide Polymorphisms – SNPs) nas 

sequências das NTPDases, que poderiam explicar, pelo menos parcialmente, as 

diferença de atividade ecto-ATPDásica entre as cepas (dados não publicados). O RNA-

Seq é a ferramenta mais poderosa na identificação de SNPs, mas possui limitações 

epermitiu apenas saber da existência dos SNPs, mas não sua localização e 
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caracterização. Essa variabilidade poderia ser responsável por gerar diferentes 

isoformas de E-NTPDases em sub-populações das cepas, levando a diferenças na 

atividade ecto-ATPDásica, na virulência e infectividade. Em decorrência desta 

informação, fez-se necessária a realização deste trabalho para verificar se esses SNPs 

exercem alguma influência sobre a atividade ecto-nucleotidásica na cepa ET e qual a 

correlação das diferentes possíveis E-NTPDases com os dados biológicos da cepa. 

Estudos posteriores e idênticos a esse serão realizados a fim de comparação entre as 

cepas ET e NSL. 
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2. Revisão Bibliográfica 

2.1 Leishmania e Leishmaniose 

As leishmanioses são um grupo clinicamente heterogêneo de doenças cujos 

agentes etiológicos são espécies do gênero Leishmania. São consideradas, em primeira 

instância, zoonoses que podem acometer o homem, quando este entra em contato com 

o ciclo de transmissão do parasito, transformando-se em antropozoonose (Desjeux, 

1996). 

Os hospedeiros vertebrados são infectados quando formas promastigotas 

metacíclicas (forma infectante) são inoculadas, pelas fêmeas dos insetos vetores 

(flebotomíneos), durante o repasto sanguíneo. Após a interiorizaçào nos macrófagos, o 

parasito sofre transformação para a forma amastigota, intracelular obrigatória, capaz de 

desenvolver-se e multiplicar-se no meio ácido encontrado no vacúolo 

parasitóforo(Neves, D. P., 2002). 

Existem vinte espécies de Leishmania que são patogênicas ao ser humano 

(WHO) e, dependendo da espécie em questão e do hospedeiro, as leishmanioses 

podem ser classificadas em duas formas clínicas principais: visceral e tegumentar 

(cutânea), sendo que essa última possui variações (cutânea,mucocutânea e cutânea 

difusa).  

A forma mais grave é a visceral, afetando os linfonodos, baço, fígado e medula 

óssea. Se não tratada, é fatal. O início desta forma pode ser confundido com a cutânea 

(Neuber, 2008). Dados da Organização Mundial de Saúde mostram que mais de 90% 

dos casos da forma visceral ocorrem em Bangladesh, Brasil, Índia e Sudão. No Brasil, a 

forma visceral inicialmente tinha um caráter eminentemente rural e, mais recentemente, 

vem se expandindo para as áreas urbanas de médio e grande porte, este fator parece 

estreitamente relacionado com a presença dos cães domésticos como reservatórios dos 

parasitos. Segundo o Ministério da Saúde, em 19 anos de notificação (1984-2002), os 

casos de leishmaniose visceral somaram 48.455 casos, sendo que aproximadamente 

66% deles ocorreram nos estados da Bahia, Ceará, Maranhão e Piauí. 

A distribuição geográfica da leishmaniose visceral no Brasil mostra claramente 

que focos de áreas de casos autóctones estão espalhados por quase todo o território 

nacional (Ministério da Saúde, www.saude.gov.br). A realidade epidemiológica deve ser 

ainda mais problemática, pois nem todos os casos da doença são notificados. 
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A leishmaniose tegumentar é um problema de saúde pública e social em vários 

países em desenvolvimento. As espécies de Leishmania que são causadoras da forma 

cutânea estão difundidas em 88 países no Novo Mundo (Américas) e Velho Mundo 

(Europa, Ásia e África). Mais de 90% dos casos de leishmaniose cutânea ocorrem no 

Irã, Afeganistão, Síria, Arábia Saudita, Brasil e Peru. No continente americano há 

registro de casos desde o extremo sul dos Estados Unidos ate o norte da Argentina, 

com exceção do Chile e Uruguai (Manual de Vigilância da Leishmaniose Tegumentar 

Americana- Ministério da Saúde, 2007). Segundo a Organização Mundial de Saúde o 

número de casos de leishmaniose cutânea vem crescendo no Brasil nos últimos anos. 

Fato este relacionado ao desenvolvimento econômico e a mudanças de hábitos e 

ambientais que expõem mais a população aos vetores da doença. Em países do Novo 

Mundo a leishmaniose tende a ser mais severa e a cura espontânea é rara. De forma 

semelhante, sintomas mais severos são características comuns e têm sido observados 

em infecções por L. major no Afeganistão. Lesões vistas em leishmaniose cutânea no 

Novo Mundo podem variar largamente, chegando, em casos severos, a serem 

confundidas com neoplasias. (Fischer, M. 2002). No Velho Mundo, as espécies 

responsáveis pela leishmaniose cutânea são principalmente L. major e L. tropica. L. 

infantum e L. donovani também podem causar a doença, mas são observadas menos 

freqüentemente em áreas Mediterrâneas (González, U., 2009).  

L. braziliensisfoi a primeira espécie de Leishmania descrita e incriminada como 

agente etiológico da leishmaniose tegumentar americana. É a mais importante 

epidemiologicamente, não só no Brasil, mas em toda aAmerica Latina (Manual de 

Vigilância da Leishmaniose Tegumentar Americana- Ministério da Saúde, 2007).A 

infecção por L. braziliensis pode sofrer tropismo, por razões não conhecidas, para as 

mucosas, o que caracteriza a forma mucocutânea (Neuber, H. 2008).Em pacientes sem 

causas conhecidas de imunodeficiência, a leishmaniose cutânea pode evoluir para uma 

ausência de resposta celular específica (anergia) para antígenos de Leishmania, que 

caracteriza a rara leishmaniose cutânea difusa. Esta forma afeta apenas a pele, mas 

com lesões generalizadas (Manual de Vigilância da Leishmaniose Tegumentar 

Americana- Ministério da Saúde, 2007).  
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Figura1 – Distribuição geográfica das leishmanioses. A) Leishmaniose visceral em todo o mundo; B) Leishmaniose cutânea 

e mucocutânea no Novo Mundo (WHO, 2012). 

 

Estima-se que 3 a 5% dos casos de leishmaniose cutânea evoluem e culminam 

em lesão mucosa. Clinicamente, a leishmaniose mucocutânea se caracteriza por lesões 

destrutivas localizadas nas mucosas das vias aéreas superiores. Geralmente surge 

após a curaclínica da forma cutânea, com início silencioso e com pouca sintomatologia. 

Na maioria dos casos, resultade leishmaniose cutânea de evolução crônica e curada 

sem tratamento ou com tratamento inadequado (manual de vigilância, 2007).A 

característica saliente de espécies que causam a leishmaniose mucocutânea é que elas 

causam metástase para os tecidos mucosos da bocae do trato respiratório superior por 

disseminação linfática ou hematogênica(WHO, 2012). L. braziliensis é a principal 

espécie primária envolvida com a leishmaniose mucocutânea no novo mundo, embora 

L. panamensis, L. guyanensis e L. amazonensis podem também estar involvidas. No 

velho mundo, L. major é a principal(Reithinger,R. e cols., 2007).A frequência da forma 

mucocutânea varia com base na localização geográfica. No Brasil,a incidência pode 

variar de 0,4% a 2,7% e nos países andinos a incidência médiaé de 7,1% (Goto, H., 

2012). 

O aumento na ocorrência de leishmaniose é associado às mudanças climáticas 

em algumas localidades (Ready P. D., 2008). No mundo, existem mais que 12 milhões 

de pessoas infectadas e cada ano aparecem mais de 2 milhões de novos caso e este 

número tende a crescer (Report of the Fifth Consultative Meeting on Leishmania/HIV 

Coinfection, WHO, 2007). Para o tratamento da leishmaniose, é comum a utilização de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ready%20PD%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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algumas drogas, porém têm-se notificações de efeitos colaterais importantes e do 

desenvolvimento de resistência pelo parasito. Deste modo, há necessidade de uso de 

uma segunda linha de drogas, o que geralmente gera maior toxicidade (WHO, 2012).  

Tratamentos sistêmicos são, geralmente, concedidos àqueles cuja enfermidade 

apresente lesões grandes, múltiplas ou disseminada e àqueles que 

têm lesões simples envolvendo áreas cosmeticamente sensíveis ou articulações, 

ou com a presença de linfangite nodular (González, U. 2009). No tratamento da 

leishmaniose cutânea tem-se utilizado compostos pentavalentes de antimômio, como 

antimoniato de N-metilglucamina. Outras drogas têm sido empregadas, entre as quais 

se destacam a pentamidina, anfotericina B, paromomicina e o miltefosine. A 

pentamidina, além de ser relativamente eficaz na terapia da leishmaniose, é eficaz no 

tratamento de casos incipientes de tripanossomíase gambiense ou rodesiana (Doua, F. 

1996). No tratamento da leishmaniose visceral a pentamidina foi usada com sucesso, 

em séries de 12 a 15 doses. A segunda série, administrada após intervalo de 1 a 2 

semanas, pode ser necessária em áreas onde se sabe que a infecção responde de 

modo insatisfatório ao tratamento. A substância é particularmente útil em casos que não 

responderam aos antimoniais ou para pacientes com a forma visceral que sejam 

hipersensíveis ao antimônio. A alta toxicidade desta droga também é fator limitante para 

o uso. Hipoglicemia, hipotensão, alterações cardiológicas, nefrotoxicidade e, até 

mesmo, morte repentina foram descritas (Balaña-Fouce, R. e cols., 1998; Singh e cols, 

2012).  

Uma alternativa que vem sendo estudada é a obtenção de vacinas tanto para 

cães quanto para humanos(Agallou, M. e cols, 2012 e Okwor, I. e cols, 2012)No 

entanto, ainda não há nenhuma vacina considerada eficaz disponível, apesar dos 

consideráveis esforços de muitos laboratórios (Kedzierski, L. 2009). 

 

2.2 E-NTPDases 

Nucleotídeos extracelulares atuam como sinalizadores de perigo e estão 

envolvidos no reconhecimento e no controle de patógenos intracelulares. Atuam como 

moduladores do sistema imune e estão envolvidos em vários efeitos biológicos em 

diferentes células, tecidos e órgãos (Dombrowski e cols., 1998 e Francesco Di Virgilio, 

2005).O ATP está envolvido em efeitos citostáticos e citotóxicos em vários tumores, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Agallou%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22704924
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Okwor%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22661975
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kedzierski%20L%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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além de ser necessário para a secreção de algumas citocinas (Bours e cols, 2006). O 

ADP extracelular estimula a agregação plaquetária, mas sobre os linfócitos, não 

mostrou efeito (Langston e cols., 2003). Sabe-se que a adenosina extracelular pode ser 

transportada para o citoplasma e incorporada em vias de recuperação de purinas, 

importantes vias presentes em parasitos (Carter, N. S. e cols, 2008). 

Nas últimas duas décadas tem-se observado uma grande expansão no campo da 

sinalização via nucleotídeos extracelulares. Estudos de clonagem molecular de 

receptores e análises farmacológicas e fisiológicas mostraram que praticamente todas 

as células de vertebrados apresentam, em sua superfície, receptores para ATP 

(Abbracchio e Burnstock 1998; Fischer 1999). Não só o ATP é tido como nucleotídeo 

sinalizador, outros também desempenham essa função, por exemplo o UTP, UDP e 

ADP. Os produtos de hidrólise desses nucleotídeos, os nucleosídeos e os fosfatos 

livres, podem ser reciclados e reutilizados pelas células ao redor, bem como atuar em 

outras vias de sinalização (Pastor-Anglada et al. 1998 e Dombrowski e cols., 1998). 

 Enzimas que hidrolisam nucleotídeos estariam, dessa forma, participando 

ativamente do processo de sinalização, pois modulam a concentração dos nucleotídeos 

extracelulares (Di Virgilio, 2005). Existe um grupo de enzimas que são responsáveis por 

essas hidrólises, são as ecto-nucleotidases. As ecto-nucleotidases atualmente 

conhecidas incluem membros das famílias E-NPP (ecto-nucleotídeo 

pirofosfatase/fosfodiesterase), que possui ampla especificidade para substratos e 

atividade fosfodiesterásica alcalina e nucleotídeo pirofosfatásica, fosfatase alcalina, que 

liberam fosfatos inorgânicos de uma variedade de compostos orgânicos, ecto-5‟-

nucleotidase, que degradam nucleosídeos-5‟- monofosfatados em seus respectivos 

nucleosídeos e fosfato inorgânico, e E-NTPDase (ecto-nucleosídeo trifosfato 

difosfohidrolase), que será melhor descrita(Zimmermann, 2000). 
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Figura2–Predição das topografias de membrana e propriedades catalíticas das famílias de ecto-nucleotidases. A) Família E-NPP. 
Podem ocorrer na forma de dímeros ou na forma solúvel, por meio de clivagem proteolítica; B) Família Fosfatase alcalina; C) 
Família 5’-ecto-nucleotidase. Ocorre como dímero, mas pode ser liberada da membrana por uma fosfolipase endógena GPI-
específica. D) Família E-NTPDase. As enzimas podem ocorrer como homomultímeros. A NTPDase 5 ocorre como uma proteína 
solúvel (a seta indica). Uma possível NTPDase 6 possui somente a estrutura primária conhecida (Zimmermann, 2000). 

As E-NTPDases, também chamadas de ecto-apirases, fazem parte da família 

CD39. Oito diferentes genes ENTPD codificam membros da família das NTPDases, em 

mamíferos. Estas enzimas são responsáveis por hidrolisar, em proporções variáveis, os 

nucleosídeos 5‟-trifosfato e nucleosídeos 5‟-difosfato, levando ao produto 

monofosfatado. Considerando as NTPDases de mamíferos, quatro NTPDases (1, 2, 3 e 

8) são típicas enzimas localizadas em superfícies celulares com o sítio catalítico voltado 

para a face extracelular. As isoformas NTPDases 5 e 6 são expostas no lado intracelular 

e/ou podem ser secretadas  ou expostas na face extracelular. As NTPDases 4 e 7 são 

inteiramente localizadas no meio intracelular, voltadas para lúmen de organelas 

citoplasmáticas (Robson, S. C. e cols, 2006).  

A engenharia genética, a identificação molecular, análises mutacionais e a 

geração de anticorpos subtipo-específicos dos diferentes subtipos de NTPDase levaram 

a um considerável conhecimento quanto a estrutura e função desta família de enzimas, 
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e têm definido também funções fisiológicas e fisiopatológicas das NTPDases em uma 

considerável variedade de tecidos (Robson, S. C. e cols, 2006). 

Esta família de genes não está presente apenas em vertebrados, mas também 

em invertebrados, plantas, leveduras, protozoários e, descoberto mais recentemente, 

em Legionella pneumophila, um organismo procarioto responsável maior por uma forma 

aguda de pneumonia. (Handa e Guidotti, 1996; Vasconcelos e cols., 1996; Smith e cols., 

1999; Zimmermann & Braun, 1996; Fietto e cols., 2004; Lemos e cols., 2002, Sansom e 

cols., 2007). 

Uma característica compartilhada por todos os membros dessa família é a 

presença de cinco domínios altamente conservados, denominados ACRs - Apyrase 

Conserved Regions (Handa e Guidotti 1996), que possuem grande relevância para a 

atividade catalítica, fato confirmado por Smith e Kirley (1999) que induziram uma 

mutação sítio-dirigida de resíduos conservados de aminoácidos nas ACRs I e IV e 

observaram que a atividade nucleotidásica tornou-se bastante comprometida. A 

atividade nucleotidásica destas enzimas é dependente da presença de cátions 

divalentes, sendo Ca+2 eMg+2os mais comuns (Christoforidis e cols., 1995; Berrêdo-

Pinho e cols., 2001), embora alguns autores sugiram que alterações na atividade 

NTPDásica podem ser promovidas por zinco e cádmio (Senger, 2006).  

Uma vez que os nucleotídeos extracelulares não possuem a capacidade de 

atravessar membranas celulares, se faz necessária a presença de proteínas que se 

ligam a estas moléculas, como os purinoreceptores e as ecto-nucleotidases 

(Dombrowski e cols., 2000). Uma grande família de receptores ancorados à membrana 

medeiaa sinalização celular por ATP e adenosina. Estes receptores são caracterizados 

de acordo com os efeitos farmacológicos de antagonistas e agonistas dos receptores de 

nucleosídeos e nucleotídeos (Bours e cols., 2006). Estes são nomeados receptores 

purinérgicos e determinam uma variedade de efeitos induzidos por esses nucleotídeos 

extracelulares. Foram definidas duas grandes famílias de purinoreceptores, nomeadas 

como receptores P1 e P2 (Ralevic & Burnstock, 1998). A concentração extracelular dos 

nucleotídeos e a resposta celular destas moléculas são reguladas pela ação dos 

receptores purinérgicos e das enzimas que atuam em seu metabolismoe encontram-se 

presentes na membrana das células ou secretadas em formas solúveis, como descrito 

anteriormente. 
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Vários trabalhos recentes têm sugerido uma correlação entre a capacidade de 

hidrólise de ATP extracelular por parasitos (T. cruzi, Toxoplasma gondii, L. 

amazonensis, Tricomonas vaginalis,Entamoeba histolytica eCryptosporidium parvum)  

e processos como virulência, sobrevivência intracelular, adesão celular, infectividade e 

aquisição de purinas (Bisaggio D. F. e cols., 2003; Asay e cols., 1995; Nakaar e cols., 

1998; Berredo-Pinho e cols., 2001; De Jesus e cols., 2002; Barros e cols., 2000; 

Marques-da-Silva e cols., 2008; Santos e cols, 2009, Manque e cols, 2012).  

Maioli e cols, em 2004, estudando a infecção experimental de camundongos 

C57BL/6 com L. amazonensis e L. braziliensis, ambas causadoras de leishmaniose 

tegumentar em humanos, verificou que os camundongos eram capazes de controlar a 

infecção por L. braziliensis, mas não por L. amazonensis. Observou-se também que as 

células de L. amazonensis eram capazes de hidrolisar uma maior quantidade de ecto-

nucleotídeos de adenina do que as células de L. braziliensis. Esta diferença poderia 

então levar ao aumento da produção de adenosina que por exercer um efeito anti-

inflamatório poderia explicar a imunossupressão apresentada na infecção por L. 

amazonensis. Esta foi a primeira evidência da participação de ecto-nulceotidases de um 

parasito no controle da resposta imunológica do hospedeiro. Resultado semelhante foi 

encontrado por Marques-da-Silva em 2008, onde observou-se que promastigotas 

metacíclicos de L. amazonensis possuem maior atividade nucleotidásica para ATP, ADP 

e AMP, comparado às espécies L. major e L. braziliensis e que a produção maior de 

adenosina pela espécie mais virulenta parece ser a explicação para a inibição da 

resposta imune e o não controle da infecção usando como modelo a infecção em 

camundongos C57BL/6.  

Outra relação importante entre NTPDases e o metabolismo dos parasitos é a não 

possibilidade de parasitos da família Trypanosomatidae, a qual pertence o gênero 

Leishmania, sintetizar nucleotídeos pela via de novo (Hammond e  Gutteridge, 1984). 

Isso faz com que eles necessitem capturar as purinas para a via de salvação 

(Hammond eGutteridge, 1984), utilizando-se, provavelmente, das NTPDases, 5‟-

nucleotidases e de transportadores de nucleotídeos/nucleosídeos para internalizá-las.  

Diante de tais evidências, torna-se clara a participação e importância das 

apirases nos variados processos que permitem e facilitam a infecção e manutenção de 

parasitos no hospedeiro, um resumo destes processos está mostrado na figura 1, onde 

a hidrólise do ATP e ADP e a posteriorgeração de adenosina agem sinergicamente 

como supressores da resposta imune. 
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Figura 3. Modelo esquemático da ação das ecto-nucleotidases na modulação da resposta a nucleotídeos extracelulares no 

hospedeiro. As NTPDases (verde) e a 5`-nucleotidase (vermelho) da superfície do parasito modulam a concentração de 

nucleotídeos e seus derivados no micro-ambiente de interação parasito-célula hospedeira influenciando as respostas 

dependentes de ATP, ADP e adenosina. Setas vermelhas indicam aumento da produção com conseqüente ativação da 

sinalização e linhas com barras vermelhas indicam inibição da resposta por degradação do sinalizador. A seta tracejada 

indica a captação de purinas. (Adaptação de uma figura produzida por Juliana Lopes Rangel Fietto) 

 

 

2.3Polimorfismos de base única - SNP`s 

Em 1990, o projeto genoma humano foi lançado naAmérica. O objetivo do projeto 

foi identificar e caracterizartodos os 30.000 genes no DNA humano, determinando 

aseqüência químicade três bilhões de pares de bases no genoma humano (Harley e 

Narod, 2009).Quando o projetofoi concluído, foi confirmado que quaisquer dois 

indivíduossão mais de 99% idênticos na sua seqüência de DNA. Porém, existe muita 

variação entre os indivíduos. Polimorfismos de base única(Singlenucleotide 

Polymorphism - SNP) estão entre as fontes maiscomuns de variação no genoma 

humano. Classes alternativasde polimorfismosno DNA incluem os 
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microsatélites,variantes de números decopias(CNVs), inserção/exclusãoe mutações 

(Orr e Chanock , 2008). 

Os SNPs alterações genéticas de um único par de bases no DNA genômico de 

populações em que o alelo menos freqüente tem uma abundância de 1% ou mais(Risch 

N.J., 2000).Em outraspalavras, são variantes de DNA, em que, em algum momento 

durante aevolução, um único nucleotídeo em uma posição fixa no genomafoi substituído 

por outro nucleotídeo. Ocorre um SNPaproximadamente uma vez a cada 1200pares de 

bases (Carlson e cols, 2003). É o tipo de polimorfismo mais abundante, 

aproximadamente 90% dos polimorfismos existentes são SNPs (Collins e cols, 1997).  

Os SNPs são muito utilizados como marcadores moleculares de predisposição do 

indivíduo a certos tipos de doenças, dentre elas o câncer, ou ainda como alvos 

terapêuticos no desenvolvimento de novas drogas(Vignal, A., 2002). 

A maioria dos SNPs (75%) ocorre na região não codificante dogenoma humano. 

Dos 25% que ocorrem nasregiões que codificamgenes, 50% geramcódonsnão 

sinônimos, ou seja, que resultam em um aminoácido alterado, os 50%restantes 

geramcódons sinônimos, resultando em uma alteração de nucleotídeos,mas por causa 

da degeneração do código genético, estas não têmefeito sobre a seqüência de 

aminoácidos (Cargill e cols, 1999; Halushka e cols, 1999). Dessa forma, se a mutação 

pontual gerar a alteração de uma base que mantém o códon sinônimo, os SNPs são 

denominados silenciosos, pois não alteram a composição de aminoácidos da proteína 

resultante.Variantesnão sinônimos podemalterar a função do genedevido a mudança 

naseqüência de um gene, que resulta num aminoácido diferente. A teoria de que SNPs 

silenciosas nada alteram no produto final está sendo desfeita. Em alguns casos, os 

SNPs sinônimos podem também alterar a função do gene caso ocorram em regiões 

promotoras ou nos limites íntron-éxon, que constituem sítios para ligação de enzimas, 

afetando assim, o splicing do RNA e o produto final (Harley e Narod, 2009).De acordo 

com Kimchi-Sarfatye cols, 2007, os SNPs silenciosos podem afetar o dobramento das 

proteínas in vivo e conseqüentemente afetar sua função. Isso porque os polimorfismos 

geram alterações na frequência para códons raros, podendo assim retardar o tráfego do 

ribossomo pelo mRNA nas regiões correspondentes.Experimentos de mutagênese de 

códons sinônimos em determinados genes também apóiam a hipótese de que uma 

cinética de tradução alterada do mRNA pode afetar a conformação final da proteína. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vignal%20A%22%5BAuthor%5D
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Figura4–Cinética da tradução e dobramento proteico. Uma cinética não afetada gera uma proteína dobrada corretamente, com sua 
atividade e função normal. Uma cinética de tradução anormal, fazendo com que o ribossomo se mova de forma mais rápida ou 
mais lenta pelo RNAm, pode produzir uma proteína final com conformação diferente (Adaptado de Komar, 2007). 

 

Estima-se que existam de 50000 a 250000SNPs que possuemalgum efeito 

biológico em um ou mais dos cerca de 30000 genes humanos (Risch N.J., 2000). 

SNPs em regiões codificantes e regiões regulatórias são mais 

susceptíveis de afetar a função do gene (Collins e cols, 1997.; 

Chakravarti, 1998).Em 2011, Kripke e cols investigaram a influência de SNPs na região 

promotora de uma enzima da via de síntese da melatonina a partir da serotonina e 

observaram uma relação, ainda que não tão forte, mas significativa, com a depressão. 

Mutações pontuais do tipo SNPs podem alterar uma proteína de modo a ativá-la ou 

suprimi-la. Seu efeito no produto do gene pode ser positivo (benéfico) (Pulchinelli. A. Jr., 

2011) ou negativo (Kripke. D.F., 2011). No caso de uma enzima, a presença do SNP 

pode aumentar ou diminuir sua atividade, influenciando toda a fisiologia com a qual a 

enzima esteja envolvida (Esaki e cols, 2012; Dahgam e cols, 2012). 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pulchinelli%20A%20Jr%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kripke%20DF%22%5BAuthor%5D
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2.4NTPDases de Leishmania e SNPs 

Existem mapeados dois genes de E-NTPDases de L. braziliensis, NTPDase-1 e 

NTPDase-2 com 2076 e 1278 pares de base, respectivamente.Devido a intempéries no 

decurso das atividades laboratoriais, no presente trabalho apenas a isoforma menor foi 

analisada, embora desdobramentos desse trabalho inclua a análise também da 

isoforma maior. 

Resultados preliminares não publicados (Talles Eduardo Ferreira Maciel e Ramon 

de Freitas Santos) oriundos da técnica do RNA-seq, revelaram a presença de SNPs nas 

sequências mensageiras de ambos os genes.Acredita-se que estes SNPs possam ter 

alguma influência sobre a atividade destas enzimas e, consequentemente, exercer 

influência em processos em que a enzima está envolvida, como descrito no tópico 2.2. 

O intuito desse trabalho é justamente verificar se há e quais são os SNPs presentes na 

região codificante do gene da NTPDase-2 e analisar possíveis influências. 
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3. Objetivos 

3.1 Objetivo Geral 

Analisar os SNPs no gene da E-NTPDase-2 de Leishmania braziliensise verificar 

possíveis correlações com a atividade ecto-ATPDásica e com a biologia da cepa ET. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

3.2.1Estratégia 1 - Identificação e quantificação das possíveis isoformas de E-
NTPDase-2 codificadas no genoma do isolado ET 

 

-isolar a região codificante do gene E-NTPDase-2 por PCR em DNA genômico da 

cepa ET; 

-clonar os produtos de PCR em plasmídeo de amplificação; 

- sequenciar completamente os genes de colônias isoladas a fim de avaliar toda a 

diversidade de E-NTPDase-2 e sua abundância;  

- verificar se existe abundância diferencial entre as isoformas possíveis nos 

isolados para verificar se há predominâncias específicas de clones e se isto pode se 

correlacionar com o comportamento biológico diferencial de isolados clonais da cepa 

ET; 

 

3.2.2Estratégia 2 - Seleção clonal do parasito com posterior análise molecular 
 

 - isolar clones de parasitos vindos de cultura da cepa ET por diluição limitante;  

 - caracterizar os clones em relação a atividade ATPDásica in vivo;  

- isolar, por PCR, e analisar molecularmente o gene daE-NTPDase-2 dos clones; 

 - estocar o banco de clones de isolados de ET para futuros trabalhos. 
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4. Material e Métodos 

 

4.1 Estratégia 1- Identificação e quantificação das possíveis isoformas de 

E-NTPDase-2 codificadas no genoma da cepa ET 

4.1.1Isolamento do DNA genômico 
 
Um total de aproximadamente 5x107 parasitos, cultivados a 25°C em meio Grace`s 

(Sigma) [suplementado com soro fetal bovino inativado (10%), L-glutamina (2mM) e 

penicilina (20µg/mL), pH 6,5, filtrado em filtro de 0,22µm)]– todas as vezes que o meio 

Grace‟s completofor citado, será com a mesma constituição – foram contados em 

câmara de Neubauer,utilizando formalina a 4% para fixação do parasito,e recolhidos por 

centrifugação a 1400g por 10 minutos para extração do DNA genômico, utilizando o kit 

Wizard® SV Genomic DNA Purification System da Promega. O DNA foi eluído em 20µL 

de água milli-Q autoclavada e estocado a - 20°C. O procedimento foi realizado para a 

cepa ET de L. braziliensis. 

4.1.2Isolamento do gene da NTPDase-2 por PCR 
 
O DNA genômico obtido foi utilizado para isolamento do gene da NTPDase-2 utilizando-

se primers previamente desenhados, cujas sequências se encontram na tabela abaixo. 

A polimerase utilizada foi aPfu polimerase de alta fidelidade segundo manual do 

fabricante, Fermentas.O programa usado e a constituição da reação (volume total de 

50µL) possuem as seguintes configurações: 

Programa PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Programa PCR 

Temperatura - °C Tempo (min) 

94 °C 5 

94 °C 0,5 

60 °C 0,5 

72 °C 1,5 

72 °C 5 

4 °C ∞ - hold 

Constituição da reação de PCR 

Componente  Volume 

Tampão Pfu + MgSO4 5 µL 

Primer Forward  [10 pmol/ µL] 2 µL 

Primer Reverse [10 pmol/ µL] 2 µL 

Template  1 µL 

dNTPs  [10 mM] 1 µL 

Pfu polymerase [] 0,5 µL 

Água 38,5 µL 

http://www.promega.com/products/dna-and-rna-purification/genomic-dna-purification-kits/wizard-sv-genomic-dna-purification-system/
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O DNA foi analisado em gel de agarose 1%. Após a eletroforese o gel foi corado em 

solução contendo brometo de etídeo por 10 minutos, visualisado em luz ultravioleta e 

fotografado. 

 

  
Sequência dos primers* 

 Reverse 5‟  TATAAGCTTTTCCATCTTGAGCACGAAG 3‟ 
Forward 5‟  GCTAGCATGCGACCGTACTCCTCAGTGC 3‟ 

*o desenho dos primers foi baseado na sequência do banco de dados, cuja origem é L. braziliensis clone M2904 

(MHOM/BR/75M2904). Espera-se, com esses primers, amplificar a região codificante do gene, que possui 1278 pares 

de bases. 

 

4.1.3Purificação da PCR, ligação e transformação 
 

O produto da PCR, obtido no passo anterior, foi purificado a partir do gel de 

agarose 1% utilizando o kit PureLink™ Quick Gel Extraction Kit segundo o manual do 

fabricante e eluído com 25 µL de água milli-Q autoclavada. Para confirmação do 

procedimento, uma alíquota de 3 µL foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1%. 

Após a eletroforese o gel foi corado em solução contendo brometo de etídeo por 10 

minutos, visualisado em luz ultravioleta e fotografado. O amplicon purificado foi utilizado 

para ligação (na razão inserto/vetor de 3:1) no vetor pJET, segundo o manual 

CloneJET™ PCR Cloning Kit da Fermentas. Após a ligação do gene no vetor, a cepa 

TOP10 de E. coli(tornada competente por meio de CaCl2, segundo Sambrook e cols, 

1989.) foiutilizada para transformação química por choque térmico. 

4.1.4Isolamento de colônias 
 

Após a transformação, as células foram crescidas em 750 µL meio LB e após 40 

minutos de incubação a 37 °C e a 180 rpmforam plaqueadas em LB-sólido contendo 

ampicilina na concentração de 0,1 mg/mL, a fim de se obter colônias transformantes 

isoladas. 

4.1.5Extração do DNA plasmidial e sequenciamento 
 

As colônias isoladas foram crescidas em3 mL de meio LB contendo ampicilina na 

concentração de 0,1 mg/mL por 16 horas a 37 °C e a 180 rpm. O volume crescido foi 

centrifugado a 12000 g e em seguida foi extraído o DNA plasmidial contendo o gene da 
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NTPDase, utilizando o método fenol-clorofórmio, segundo Sambrook e cols, 1989, 

sendo que o DNA plasmidial foi eluído em 20µL de água milli-Q autoclavada. Para 

confirmação da clonagem, foram realizados ensaios de digestão por 2 horas a 

37°Cutilizando a enzima BglII e tampão O, ambos da Fermentas. A reação de ligação 

possuía a seguinte composição, num total de 20 µL: 

 

 

 

 

 

 

 

 A enzima Bglll cliva o vetor pJET em sítios antes e depois do sítio de inserção do 

produto de PCR, conforme a figura abaixo. Dessa forma não foi necessária a utilização 

de uma segunda enzima. Tanto as amostras da extração de DNA plasmidial quanto os 

produtos das reações dedigestãoforam analisados em gel de agarose 1%. Após a 

eletroforese o gel foi corado em solução contendo brometo de etídeo por 10 minutos, 

visualisado em luz ultravioleta e fotografado. 

 
Figura 5 – Mapa do vetor pJET1.2/blunt e o sítio de clivagem da Bglll, mostrando que a enzima cliva em ambos os lados do 

sítio de inserção do produto de PCR (Manual do pJET1.2/blunt vector e da BglII, ambos da Fermentas). 

Componente Volume 

Água nuclease-free 16 µL 

Tampão O 10X 2 µL 

BglII 1 µL 

Plasmídeo 1µL 
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4.1.6Verificação dos diferentes SNPs no gene da NTPDase-2 e análise da abundância 
de genes polimórficos 
 

O sequenciamento foi realizado no Laboratório de Sequenciamento de DNA, no 

subsolo do BIOAGRO,utilizando o aparelho Megabace 1000, seguindo a metodologia de 

Sanger. As sequênciascompletas do gene daNTPDase-2 dacepa ET, foram analisadas 

para a verificação dos polimorfismos moleculares, utilizando os programasSequencher 

4.1.4 e MEGA 5.05.No Sequencher 4.1.4 as sequências foram editadas, sendo 

analisados os cromatogramas e estes conferidos com a sequência dada a fim de se 

obter, dentro do possível, as sequências consenso corretas. No programa MEGA 5.05, 

as sequências consenso foram alinhadas utilizando como referência a sequência da 

NTPDase-2 do banco de dados, para que pudesse ser observada a presença de SNPs. 

Com os genes polimórficos sequenciados, foi analisada a abundância das SNPs e a 

freqüência destes nos genes. Após a obtenção das sequências consenso das colônias, 

esta foi traduzida para que se pudesse observar a sequência de aminoácidos e notar se 

houve alguma alteração nesta, este procedimento foi realizado utilizando-se o programa 

MEGA 5.05. 

 

4.2 Estratégia 2- Seleção clonal do parasito com posteirior análise 

molecular 

4.2.1 Cultivo de Leishmania braziliensis das cepas ET 
 

Os parasitos na oitava passagem foram descongelados e cultivados em meio 

Grace`s completo a 25 ºC por sete dias. Após esse tempo fez-se um repique com 1x105 

células em 10 mL de Grace‟s. 

4.2.2 Isolamento dos clones por diluição limitante e congelamento 
 

Após cinco dias, sendo observado um bom crescimento da cultura após o 

repique, as células foram contadas em câmara de Neubauer,utilizando formalina a 4% 

para fixação do parasito, e uma alíquota contendo aproximadamente 20000 células foi 

colocada no poço A1, de uma placa de 96 poços. Foram feitas diluições de 2X ao longo 
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da coluna A e após toda a coluna estar preenchida, as diluições foram realizadas no 

restante da placa conforme a figura 7, onde o número representa a quantidade 

aproximada de células por poço. Todas as diluições foramfeitas com meio Grace`s 

estéril, restando um volume final de 100 μL. 

 
Figura6 – Diluição limitante. Os números nos poços correspondem à quantidade de células por poço. A seta vermelha 

indica a primeira diluição, na coluna A. As setas verdes indicam a diluição seguinte, a partir da primeira coluna. 

             Todo o volume dos poços contendo teoricamente uma ou zero célula foi 

transferido para uma placa de 21 poços contendo 1 mL de Grace‟s e incubado a 25ºC 

por 10 dias. Após esse tempo, dos poços onde foi observado o crescimento de clones, 

foi retido todo o volume e transferido para uma placa de 6 poços, com cada um 

contendo 7 mL.Após a observação de um bom crescimento, 5x106 células foram 

contadas em câmara de Neubauer e foram estocadas em nitrogênio líquido para serem 

usados nos experimentosposteriores. Para o congelamento foi utilizado o meio de 

congelamento [DMSO 15%, soro fetal bovino inativado 20% em meio Grace‟s base 

(meio Grace‟s dissolvido em água, segundo o manual do fabricante, pH 6,5). Sendo 

tudo filtrado em filtro de 0,22 μm]. O congelamento foi realizado em 4 etapas: 1) 1 hora 

na geladeira; 2) 24h no freezer - 20ºC; 3) 24h no freezer -80ºC; 4) nitrogênio líquido. 
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4.2.3 Coloração pelo método do Giemsa 
 

O esfregaço de parasitos foi fixado com álcool metílico P.A., em seguida foi 

adicionada a solução de Giemsa (1 mL de Giemsa, 1 mL de álcool metílico, 0,1 mL de 

Na2CO3 0,5%, qsp. 20 ml de água destilada) e após  20 minutos as lâminas foram 

lavadas em água destilada e incubadas a temperatura ambiente por aproximadamente 

15 minutos, até secarem. Depois foram observadas no microscópio sob aumento de 

100X. 

 

4.2.3 Curva de crescimento dos clones 
 

Foi realizado um repique com um total de 1x105 células em triplicata para que 

fosse feita uma curva de crescimento de cada clone. Por nove dias, diariamente as 

células foram contadas em câmera de Neubauer. 

 

4.2.4 Medida da atividade ecto-nucleotidásica “in vivo” 
 

Os clones estocados foram descongelados e expandidos em meio Grace`s. 

Após7 dias foi feito um repique para que a atividade ecto-nucleotidásicafosse ser 

mensurada nos parasitos vivos na fase exponencial(quinto dia após o repique).A 

atividade foimensurada através da quantidade de fosfato inorgânico liberado. Os 

parasitos foram lavados três vezes com salina e suspendidos, na concentração de 

1,3x107, em tampão de atividade(116 mM de NaCl, 5.4 mM de KCl, 5.6 mM de glicose, 

tampão Hepes-Tris 50 mM, pH 7.2 e5 mM de MgCl2).Foi então preparada a reação com 

25μL do tampão de atividade 5X, 20 μL da suspensão de parasitos 

(2,6x105parasitos/poço) e 55 μL de água.A placa foi incubada a 37ºC e a reação foi 

disparada com a adição de 25 μL de ATP ou ADP a 25 mM, e permaneceu incubada por 

20 minutos. Após esse tempo a reação foi parada com a adição de 125 μL de HCl 0,2 

M. Para os brancos, foi feito o mesmo procedimento, com a diferença que o substrato 

foi adicionado após a reação ser parada. A placa foi então centrifugada a 1300 g por 10 

minutos a temperatura ambiente.Um volume de 30 μL do sobrenadante foi transferido 

para outra placa e foi adicionado 150μL do tampão de atividade e40μL do reagente 

colorimétrico verde de malaquita (verde de malaquita 0,2% e molibdato de amônio 10%, 
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na proporção de 3:1, ambos solubilizados em HCl 4%,) (Taussky e cols, 1953). A placa 

foi encubada por 10 minutos a temperatura ambiente e então foi feita a leitura das 

absorvâncias dos testes, brancos e curva padrão, sob comprimento de onda de 650 nm. 

O experimento foi realizado três vezes, em triplicata para os clones e duplicata para os 

brancos, em placas de 96 poços. A curva padrão foi feita utilizando concentrações 

conhecidas de fosfato. 

 

4.2.5 Isolamento do DNA genômico, isolamento do gene da NTPDase-2 por PCR, 
purificação da PCR, ligação e transformação em E. coli TOP 10, isolamento de colônias, 
extração do DNA plasmidial e sequenciamento. 
 

Esses passos foram realizados de forma semelhantes aos passos 3.1.1, 3.1.2, 

3.1.3, 3.1.4 e 3.1.5, sendo que a diferença básica é que nessa estratégia 2 cada passo 

foi feito pra cada clone. As seqüências polimórficas foram comparadas com os dados 

obtidos na estratégia 1 e com os perfis de atividade enzimática dos clones a fim de 

verificar a existência de correlações positivas ou negativas em ambos. 
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5. Resultados e Discussão 

5.1 Estratégia 1- Identificação e quantificação das possíveis isoformas de 

E-NTPDases-2 codificadas no genoma do isolado ET 

5.1.1 Isolamento do DNA genômico 
 

O DNA genômico (DNAg)da cepa ET de L. braziliensisfoiisolado por meio de kit. 

A figura 8 revela uma banda única com um arraste gerado pela degradação de parte do 

DNAg. A banda foi visualizada acima da maior banda do marcador, de 10000 kb, 

evidenciando assim que o DNA isolado é genômico. 

 
Figura7 -  DNA genômico do isolado ET.Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo.A seta maior 

indica a banda referente ao DNAg do isolado ET. MM indica o marcador molecular, cuja maior banda possui 10000 kb, 

conforme mostrado. 

 
 

5.1.2 Isolamentodo gene da NTPDase-2 por PCR e sua purificação 
 

O DNAg isolado no passo anterior foi utilizado como molde para amplificar a 

região codificante dogene da NTPDase-2. O amplicon obtido foi purificado a partir do gel 
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de agarose 1% utilizando kit. Como pode ser visto na figura 9, foi possível a obtenção 

do amplicon. Observa-se que ele possui entre 1000 e 1500 pares de bases, 

confirmando a purificação da região codificante do gene da NTPDase-2 que possui 

1278 pares de bases. 

 
Figura 8 – Amplificação da região codificante da NTPDase-2. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de 

etídeo. À esquerda observa-se a banda referente ao amplicon situada entre as bandas de 1000 e 1500 kb (indicadas na 

figura) do marcador molecular. 

 

5.1.5 Extração do DNA plasmidial e confirmação da ligação por digestão 
 

O amplicon obtido no passo anterior foi utilizado para ligação no vetor pJET a fim 

de que fossem transformados em E. coli TOP10 competentes. Após a transformação, foi 

feito plaqueamento para que das colônias isoladas fosse extraído o DNA plasmidial para 

confirmar a ligação e posteriormente ser utilizado para sequenciamento. Na figura 10 

observam-se os diferentes padrões de bandas, sugerindo a existência de colônias 

diferentes em relação ao vetor clonado, podendo não haver vetor com inserto em 

algumas. A inserção ou não do amplicon no vetor foi confirmada por meio de digestão 

utilizando a enzima BglII, que cliva o vetor em sítios localizados anterior e 

posteriormente ao sítio de clonagem. A figura 11 confirma os diferentes padrões de 

banda visualizados na figura 10. Não foi confirmada a ligação em todas as colônias 

isoladas.Devido a falha no sistema de seleção do pJET, que expressa uma enzima letal 
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quando fechado sem inserto (Manual CloneJET PCR Cloning Kit, Thermo Scientific), 

nem todas as colônias isoladas possuíam o inserto, sendo que das 68 isoladas, apenas 

foram positivas as colônias 16, 21, 22, 43, 49, 52, 54, 55, 57, 59, 60, 64 e 65. 

 

 

 
Figura 9 – Extração do DNA plasmidial das colônias isoladas.Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de 

etídeo. Diferentes padrões de bandas sugerem que as colônias sejam diferentes em relação aos insertos clonados. O 

Marcador molecular está localizado a esquerda, sendo identificado sobre a figura, MM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura10 – Confirmação da ligação por digestão.Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo. 

Digestão do DNA plasmidial revela bandas com tamanho aproximado do inserto (1278), certificando o sucesso da ligação 

em algumas colônias. Na figura estão indicados o marcador e sua banda correspondente a 1375 pares de bases e a parte 

digerida contendo o amplicon purificado mostrado na figura 8. As bandas superiores são referentes ao plasmídeo clivado e 

sem o inserto. MM corresponde ao marcador molecular e os números são referentes às colônias de onde foram extraídos os 

DNA plasmidiais para a digestão. 

 

1375 kb 

MM             21        23                                          54        55       64           65 

 ~1278 pb 
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5.1.6 Verificação dos diferentes SNPs no gene da NTPDase-2 e análise da abundância 
de genes polimórficos 
 

Os plasmídeos das colônias confirmadas como positivas para a clonagem da 

NTPDase-2 foram sequenciados pelo método de Sanger. No programa Sequencher 

4.1.4 as sequências foram inspecionadas manualmente e editadas (para retirada de 

regiões de vetor, confirmação das bases) e as sequências consenso obtidasforam 

alinhadas no MEGA 5.05 por meio do programa ClustalW. Em ambos os procedimentos, 

tanto edição quando alinhamento, foi utilizada como referência a sequência contida no 

banco de dados [Leishmania braziliensis clone M2904 (MHOM/BR/75M2904) – no 

alinhamento denominada “Lb bd”]. O resultado completo do alinhamento está 

apresentado no anexo1, onde os pontos representam bases idênticas às da referência, 

e os traços, bases não obtidas pelo sequenciamento. 

Como se pode observar no alinhamento das sequências consenso, não foi 

possível obter por completa as sequências de todas as colônias. De forma geral, a 

região 3‟ necessita ser ressequenciada para que a sequência possa ser inteiramente 

obtida e posteriormente analisada. De forma semelhante, a região 5‟ da colônia E_21. 

Foram encontrados, em todas as sequências obtidas, apenas dois SNPs. Na posição 

861, a base G foi trocada pela base A e na posição 879, a base A foi trocada por uma 

base G, como observado na figura 12 abaixo. 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 – Região do alinhamento entre as sequências consenso onde se encontram os SNPs comuns a todas as colônias 

sequenciadas. Os pontos representam bases idênticas às da sequência referência (Leishmania braziliensis clone M2904 

(MHOM/BR/75M2904) – no alinhamento denominada “Lb bd”).  Dados obtidos por meio do alinhamento utilizando o 

programa ClustalW e o programa MEGA 5.05. 

 

Essas sequências de nucleotídeos foram posteriormente traduzidas, também no 

programa MEGA 5.05, para verificar se os SNPs encontrados geram alguma alteração 

Lb_bd AGGCATACGGAACACCTGAATGGTGTGGAACTTCGAAACGGCGATTCCACGGACTTCGACGTTTGTGTAAATCTTTTTCGAGAGCACGTC[900] 

E_16  ..................................................A.................G.....................  [900] 

E_21  ..................................................A.................G.....................  [900] 

E_22  ..................................................A.................G.....................  [900] 

E_43  ..................................................A.................G.....................  [900] 

E_49  ..................................................A.................G.....................  [900] 

E_52  ..................................................A.................G.....................  [900] 

E_54  ..................................................A.................G.....................  [900] 

E_59  ..................................................A.................G.....................  [900] 

E_60  ..................................................A.................G.....................  [900] 

E_64  ..................................................A.................G.....................  [900] 

E_65  ..................................................A.................G.....................  [900] 
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na sequência de aminoácidos. O resultado completo desta análise pode ser observado 

no anexo 2. 

 

 Como mostrado no alinhamento das sequências de aminoácidos, os dois SNPs 

encontrados e comuns a todas as sequências mostrados na figura 12, não geram 

alterações na sequência aminoacídica, sendo então classificados como SNPs 

silenciosos. Como o código genético é degenerado, um aminoácido pode ser codificado 

por mais de um códon, sendo eles chamados nesse caso de códons sinônimos, que é o 

caso encontrado nesta análise. Tanto o códon ACG quanto o ACAcodificam uma 

tirosina, e tanto códon ATA quanto o códon ATG codificam uma valina (os SNPs estão 

em negrito). 

 

 

5.2 Estratégia 2- Seleção clonal do parasito com posteirior análise 

molecular 

5.2.1 Isolamento de clones do isoladoET de Leishmania braziliensis 
 

Os parasitos foram cultivados em meio Grace‟s acrescido de 10% de SFB e foi 

observado um bom crescimento cinco dias após o repique para que pudesse ser feita a 

diluição limitante,onde foram obtidos 5 clones, nomeados de acordo com o poço onde 

cresceram, sendo eles: D12, F9, G8, G9 e G11. 

Depois de expandidos e criopreservados, foi feita uma coloração por Giemsa, 

para que cada clone pudesse ser observado sob a objetiva de 100X (figura 13) na 

tentativa de se identificar alguma diferença na morfologia geral dos clones. Essa 

diferença não foi possível ser claramente detectada porque dentro de uma mesma 

população clonal há indivíduos com morfologias diferentes. Entretanto o clone G9 

possui indivíduos que aparentam ser um pouco mais volumosos que os demais clones. 

Para que tal análiseobtenha melhor resultado, seria necessário fazer uma microscopia 

eletrônica observando-se parasitos com morfologias semelhantes de cada clone. 
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Figura113 – Clone isolados da cepa ETcultivado em meio Grace’s acrescido de 10% de SFB.Visualizado sob aumento de 

100x em microscópio invertido. Dentro da imagem de cada clone mostra-se um aumento maior afim de comparação entre 

os clones. 
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5.2.2 Curva de crescimento dos clones 
Os clones foram crescidos (em triplicata) durante nove dias e a cada diafoi 

monitorada a quantidade de parasitospara que se pudesse fazer uma curva de 

crescimento de cada a fim de se fazer comparações.Foi observado um crescimento 

diferenciado entre os diferentes clones. Os clones D12 e F9 obtiveram um crescimento 

menor que os demais, conforme mostrado na curva de crescimento do gráfico 1. 
 

 
Gráfico 1 –Curva de crescimento dos clones isolados. O experimento foi conduzido em triplicata por nove dias e a cada 

diaos parasitos foram contados, fixados com solução de formalina 4%. Nota-se a diferença entre o crescimento dos clones 

D12 e F9 e os demais.  

 

Os diferentes perfis de crescimento podem ser explicados pela atividade ecto-

nucleotidásica que é necessária para que os parasitos possam internalizar metabólitos 

para fins nutricionais e energéticos por não possuírem a via de síntese de 

novo(Hammond e  Gutteridge, 1984). 
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5.2.3 Medida da atividade ecto-nucleotidásica 
 

Diversos trabalhos correlacionam a atividade ecto-nucleotidásica com 

infectividade, processos de virulência, aquisição de purinas e crescimento de parasitos 

(Bisaggio e cols., 2003; Berredo-Pinho e cols., 2001; Barros e cols., 2000; Marques-da-

Silva e cols., 2008; Santos e cols; Ennes-Vidal e cols, 2011; Porcino e cols,2012). Por 

estes motivos, a determinação da atividade ecto-ATP e ADPásica se fez necessária. No 

quinto dia após o repique foi realizado o ensaio de atividade conforme descrito na 

metodologia, tendo representado no gráfico 2 abaixo o resultado. 
 

 
Gráfico 2 – Atividade ecto-nucleotidásica (ATP e ADPásica) dos clones isolados da cepa ET cultivados em meio Grace’s 

acrescido de 10% de SFB, por cinco dias após o repique, estando assim na fase exponencial.O experimento foi realizado 

duas vezes, sendo que em cada vez foi feito em triplicata com 2,6x105 parasitos.. Sobre cada barra de atividade está 

representado o erro padrão. 

 

Os clones apresentaram atividades diferentes. Por meio do test t de Student 

(P<0,05) foi possível verificar se há diferença significativa entre as atividades ATP e 

ADPásica. A tabela 1resume os resultados obtidos nessa análise e a tabela 2 mostra a 

razão de hidrólise ATP/ADP que é relacionada com a infectividade do parasito. Em 

parasitos (T. cruzi) menos infectivos, foi observada uma razão próxima de 1. Em 

parasitos mais infectivos, a taxa chegou a ser de 2 (Fietto e cols, 2004). 
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Tabela1– Resultado do teste t de Student (P<0,05)visando mostrar se há diferença significativa entre as atividades ATP e 

ADPásica entre os clones. 

 
 

Clones 

 

Razão de hidrólise ATP/ADP 

D12 1.285 

F9 1.120 

G8 1.334 

G9 1.248 

G11 1.226 
 

Tabela 2 – Razão de hidrólise ATP/ADP para cada clone. 

 

    Existem trabalhos que relacionam a atividade ecto-nucleotidásica com o 

crescimentocelular. Lemmens e cols em 1996 mostraram que tratamento com 

nucleosídeos tri, di e monofosfatados em cultura de células endoteliais apresentou um 

efeito proliferativo positivo, observando-se também maior expressão de ecto-enzimas 

que possuem nucleotídeos como substrato.Bernardes e cols, 2010, observaram uma 

redução da proliferação celular utilizando um inibidor de ecto-ATPase em culturas de T. 

cruzi. 
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Há também estudos desse cunho em espécies de Leishmania. Utlizando CrATP, 

um composto que inibe enzimas que utilizam o complexo MgATP como substrato 

(lembrando que NTPDases são Mg-dependentes - Christoforidis e cols., 1995; Berrêdo-

Pinho e cols., 2001), tanto a atividade ecto-nucleotidásica quanto o crescimento celular 

foram afetados em L. amazonensis(Ennes-Vidal e cols, 2011).  

Utilizando anticorpos policlonais contra doisdomínios antigênicos e conservados 

da NTPDase-1, obteve-se uma redução de 79% e 43% nas atividades ecto-ATP e 

ADPásicas (referentes a NTPDase-1), respectivamente, utilizando formas promastigotas 

de L. braziliensis. Uma redução de 33% foi observada no crescimento desses parasitos 

quando tratados com os anticorpos policlonais (Porcino, G. N., 2012). 

Tendo como base esses dados, era esperado, após a verificação de diferenças 

no crescimentodos clones,uma maior atividade ecto-nucleotidásica dos clones que mais 

cresceram. Essa constatação, no entanto, não pôde ser completamente comprovada. 

Os clones G11 e G9, que apresentaram um crescimento maior que os demais 

(gráfico1), obtiveram uma maior atividade com diferença significativa (principalmente o 

clone G11), mas o clone D12, que mostrou um crescimento menor que os demais, 

obteve uma atividade maior que o clone F9, com cujo crescimento se assemelha.Esse 

fato não põe em dúvida a relação entre a atividade ecto-nucleotidásica e a proliferação 

celular, uma vez que este é um processo complexo que possui muitos mecanismos e 

fatores que influenciam (Alberts, 2002), onde um deles é a atividade ecto-

nucleotidásica. 
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5.2.4 Isolamento do DNA genômico, isolamento do gene da NTPDase-2 por PCR, 
purificação da PCR, ligação e transformação em E. coli TOP 10, isolamento de colônias, 
extração do DNA plasmidial e sequenciamento 
 

Com o intuito de se observar SNPs presentes na região codificante do gene da 

NTPDase-2 de cada clone do isolado ET, todo o procedimento realizado na estratégia 1 

foi feito de modosimilar nesta estratégia 2.  

O primeiro passo, portanto, é a extração do DNAg de cada clone utilizando kit. 

Na figura 19 notam-se bandas acima da maior banda do marcador, confirmando a 

extração do DNAg. O DNAg foi utilizado como molde para o isolamento do amplicon 

relativo a região codificante (1278 pb) do gene da NTPDase-2. O amplicon obtido foi 

submetido a eletroforese em gel de agarose 1% e posteriormente purificado por meio de 

kit. Essa purificação é primordial para o passo seguinte, que exige um elevado nível de 

pureza para que não ocorram clonagens indesejadas. A figura 20 mostra o resultado da 

purificação. Na primeira canaleta, contendo o marcador, estão mostradas as bandas de 

1000 e de 1500 pares de base. A banda que aparece entre estas revela a purificação do 

amplicon oriundo da reação de PCR. 

 

 
Figura12 – Exxtração do DNA genômico dos clones. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo. A 

seta indica a maior banda do marcador (MM), que possui 10000 kb. A ordem dos clones, por canaleta, é mostrada na 

figura, sendo ela: D12, F9, G8, G9 e G11. A presença das bandas acima da banda de 10000 kb evidencia que o DNA obtido 

é genômico. 
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Figura13 – Purificação do amplicon referente à região codificante do gene da NTPDase 2 dos clones isolados  por PCR. 

Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo. As setas pretas indicam as banda do marcador 

molecular (MM) de 1000 e de 1500 kb. As bandas referente ao amplicon purificado de cada clone é visualizada nesta 

sequência: D12, F9, G8, G9 e G11. A confirmação da purificação se dá devido a localização das bandas, sendo que o 

tamanho do amplicon é de 1278 pb (seta branca). 

 

Os amplicons obtidos e purificados de cada clone (passos anteriores) foram 

utilizados para clonagem no vetor pJET para que, após a ligação, o vetor fosse 

transformadoem E. coli TOP10 competentes.Após a transformação, foi feito 

plaqueamento com o intuito de isolar colônias para que delas fosse extraído o DNA 

plasmidial para confirmar a ligação e posteriormente ser utilizado para sequenciamento. 

Foram isoladas para cada clone, três colônias. Observam-se, na figura 21,bandas com 

diferentes padrões, caracterizando o DNA plasmidial e confirmando sua purificação. Por 

meio de digestão utilizando a enzima BglII, foi confirmado se o amplicon foi ligado ou 

não ao vetor pJET. A ligação apresentou baixo nível de rendimento, pois foi confirmada 

a ligação em apenasuma das três colôniasisoladas para cada clone. A figura 22 mostra 

o inserto digerido nas colônias isoladas para cada clone. 
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Figura14 – DNA plasmidial purificado das colônias isoladas de cada clone. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com 

brometo de etídeo. Na primeira canaleta está o marcador molecular (MM) e nas seguintes o DNA plasmidial purificado. Os 

diferentes padrões de banda revelam que existem plasmídeos vazios e com inserto.  

 

 

 
Figura15–Digestão do DNA plasmidial obtido a partir de colônias isoladas de cada clone. Eletroforese em gel de agarose 

1% corado com brometo de etídeo. A digestão foi realizada com a enzima BglII. As bandas obtidas apresentam tamanho 

que comprova a presença do inserto no vetor,  1278 pb, indicado pela seta a direita. As setas pretas mostram as bandas de 

1000 e de 1500 pd do marcador mlecular (MM). 
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As amostras de DNA plasmidial que tiveram a confirmação do inserto foram 

submetidas a sequenciamento pelo método de Sanger. De forma semelhando à 

estratégia 1, as sequências foram inspecionadas manualmente e editadas no programa 

Sequencher 4.1.4 e as sequências consenso adquiridas foram alinhadas no MEGA 5.05 por 

meio do programa ClustalW.Também foi utilizada como referência, para a edição e para o 

alinhamento, a sequência contida no banco de dados [Leishmania braziliensis clone M2904 

(MHOM/BR/75M2904) – no alinhamento denominada “Lb bd”]. O resultado completo do 

alinhamento está contido no anexo 3.  

De forma similar à primeira parte do trabalho, foram encontrados dois SNPs nas 

posições 861 e 879, com as bases G e A sendo substituídos, respectivamente, pelas 

bases A e G (figura 23). Na posição 385 há uma indefinição quanto a base (figura 24), 

representado pela letra M, que significa que a base é A ou C. Para se ter certeza acerca 

da base correta, é necessário um ressequenciamento. Esse possível SNP pode 

significar que a amostra sequenciada não estava totalmente pura, podendo ter sido 

isolada mais de uma colônia no procedimento descrito na seção 3.2.5. Uma outra 

explicação ainda pode ser a de que foi sequenciado um alelo do gene.  

 

  

 
Figura 23 –Região do alinhamento entre as sequências consenso das colônias isoladas de cada clone onde se encontram os 

SNPs comuns a todas as colônias sequenciadas. Dados obtidos por meio do alinhamento utilizando o programa ClustalW e 

o programa MEGA 5.05. 

 

Figura 24 – Região da sequência da NTPDase 2 do clone G9 onde há indefinição acerca da base certa. O pico verde do 

cromatograma(seta vermelha) é referente á base A e o pico azul (seta preta) referente à base C. A primeira linha,Ref, 

correspondeà sequência referência, as duas abaixo são as sequências do clone G9 e a quarta, cons, é a sequência consenso. Esta 

imagem foi obtida pelo programa Sequencher 4.1.4. Para que se tenha certeza de qual é a base certa, deve-se ressequenciar esta 

amostra. 

Lb_bd AGGCATACGGAACACCTGAATGGTGTGGAACTTCGAAACGGCGATTCCACGGACTTCGACGTTTGTGTAAATCTTTTTCGAGAGCACGTC[900] 

D12   ..................................................A.................G.....................  [900] 

F9    ..................................................A.................G.....................  [900] 

G8    ..................................................A.................G.....................  [900] 

G9    ..................................................A.................G.....................  [900] 

 

 

 

G11   ..................................................A.................G.....................  [900] 
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A sequência de aminoácidos (anexo 4), como esperado, já que as sequências de 

nucleotídeos foram idênticas às da primeira parte, não foram alteradas. Apenas na 

posição onde há a indefinição na sequência nucleotídica ocorre também indefinição em 

relação ao aminoácido códon-referente. Caso a base seja C, o aminoácido não muda, 

sendo mantida a leucina. Mas se a base correta for a A, o aminoácido resultante é a 

isoleucina. 

Em ambas estratégias, tanto a estratégia 1 quanto a estratégia 2, com exceção 

da base indefinida (M), o resultado do sequenciamento foi idêntico. Esse resultado leva 

a crer que não há polimorfismos de base única na região codificante do gene da 

NTPDase-2. Era esperado, antes do resultado do sequenciamento, que tanto a 

diferença do crescimento entre os clonesquanto a diferença entre as atividades fosse 

justificada pela presença dos SNPs na região codificante do gene da NTPDase-2. Como 

observado nas sequências tanto das colônias quanto dos clones, os dois SNPs 

comprovadamente encontrados são silenciosos, não gerando alteração alguma na 

sequência primária da NTPDase-2. 

Como existem dois genes de E-NTPDases em L. b., as diferenças observadas 

poderiam ser atribuídas à NTPDase-1, mas tomar isso como explicação seria um tanto 

simplista. Estudo semelhante a este, buscando SNPs na isoforma maior (NTPDase-1) é, 

sem dúvida, um trabalho que será realizado a fim de se confirmar se há SNPs e se 

estas são responsáveis pelas diferenças encontradas entre o crescimento e atividade 

ecto-nucleotidásica dos clones.  
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6. Conclusão e Perspectivas 

Com os resultados obtidos, pode-se concluir que: 

- nas clolônias de bactéria que foram isoladas e tiveram o gene sequenciado, foram 

encontrados dois SNPs; 

- nos cinco clones de Leishmania isolados também foram encontrados os mesmos dois 

SNPs; 

- os SNPs encontrados são silenciosos, não alterando a sequência aminoacídica da 

NTPDase-2; 

- os clones isolados apresentaram diferença na proliferação, observada na curva de 

crescimento; 

- os clones isolados apresentaram diferença também na atividade ecto-nucleotidásica, 

sendo que, com exceção do clone D12, nos que foram observado um maior crescimento 

foi observado também uma maior atividade. 

Uma correlação entre proliferação celular e atividade ecto-nucleotidásica foi, em 

partes, confirmada, corroborando os dados de diversos trabalhos (Lemmens e cols, 

1996; Bernardes e cols, 2010; Ennes-Vidal e cols, 2011; Porcino, 2012). 

Os clones isolados ainda serão alvos de estudo e a realização de um trabalho 

semelhante utilizando como objeto de estudo a cepa NSL de L. b. também será 

realizado. Espera-se que nas NTPDases desta cepa ocorram mais SNPs, pelo fato de 

ela ser mais virulenta que a cepa ET. A presença destes SNPs poderiam justificar a 

diferença de virulência entre as cepas, bem como entre clones isolados dentro da 

população desta cepa.Esta é, portanto, a maior perspectiva deste trabalho. 
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8. Anexos 

Anexo 1 – Alinhamento das sequências consenso (obtidas pelo programa 
Sequencher 4.1.4) das colônias isoladas na  estratégia 1. Dados obtidos por meio 
do alinhamento utilizando o programa ClustalW e o programa MEGA 5.05.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Lb_bd ATGCGACCGTACTCCTCAGTGCGGCGGATGACTCAACAGTCGAACCGACTGCGCGTCATCGGCGTACTCGTGCTTAGCGCATTCGTTCTC[90] 

E_16  ..........................................................................................   [90] 

E_21--------------------------------------------..............................................   [90] 

E_22  ..........................................................................................   [90] 

E_43  ..........................................................................................   [90] 

E_49  ..........................................................................................   [90] 

E_52  ..........................................................................................   [90] 

E_54  ..........................................................................................   [90] 

E_59  ..........................................................................................   [90] 

E_60  ..........................................................................................   [90] 

E_64  ..........................................................................................   [90] 

E_65  ..........................................................................................   [90] 

 

Lb_bd TTCGGCTTTGTCATTTACTCTGAAAGCCCTTGGTTCTCTCCTTGCAACTCGCCATACTCGAATGTCTACGACATCGTAATCGACGCCGGC[180] 

E_16  ..........................................................................................  [180] 

E_21  ..........................................................................................  [180] 

E_22  ..........................................................................................  [180] 

E_43  ..........................................................................................  [180] 

E_49  ..........................................................................................  [180] 

E_52  ..........................................................................................  [180] 

E_54  ..........................................................................................  [180] 

E_59  ..........................................................................................  [180] 

E_60  ..........................................................................................  [180] 

E_64  ..........................................................................................  [180] 

E_65  ..........................................................................................  [180] 

 

 

 

 

 

 

Lb_bd AGTACCGGCTCGCGCGTACATGTGTTTCAGTACGAGCGCAGTAGCACTGGTGTCATACTTCTGAGAGAGCGCTTCAAACGGATAGAGCCG[270] 

E_16  ..........................................................................................  [270] 

E_21  ..........................................................................................  [270] 

E_22  ..........................................................................................  [270] 

E_43  ..........................................................................................  [270] 

E_49  ..........................................................................................  [270] 

E_52  ..........................................................................................  [270] 

E_54  ..........................................................................................  [270] 

E_59  ..........................................................................................  [270] 

E_60  ..........................................................................................  [270] 

E_64  ..........................................................................................  [270] 

E_65  ..........................................................................................  [270] 

 

Lb_bd GGACTGTCTTCATTTGCCACCGATCAGGAAGGCGCTAAGCAGTCGCTTGCGGGGCTCCTGCGCTTCGCTGAAAAGGCAGTTCCACGAAGC[360] 

E_16  ..........................................................................................  [360] 

E_21  ..........................................................................................  [360] 

E_22  ..........................................................................................  [360] 

E_43  ..........................................................................................  [360] 

E_49  ..........................................................................................  [360] 

E_52  ..........................................................................................  [360] 

E_54  ..........................................................................................  [360] 

E_59  ..........................................................................................  [360] 

E_60  ..........................................................................................  [360] 

E_64  ..........................................................................................  [360] 

E_65  ..........................................................................................  [360] 

 

Lb_bd TACCAGAGGTGCACTTCCGTAACCCTCAAGGCCACCGCCGGCCTCCGGCTTCTCCCTGAAGCCGATCAGCAGGTGTTGCTGGATGCTGCC[450] 

E_16  ..........................................................................................  [450] 

E_21  ..........................................................................................  [450] 

E_22  ..........................................................................................  [450] 

E_43  ..........................................................................................  [450] 

E_49  ..........................................................................................  [450] 

E_52  ..........................................................................................  [450] 

E_54  ..........................................................................................  [450] 

E_59  ..........................................................................................  [450] 

E_60  ..........................................................................................  [450] 

E_64  ..........................................................................................  [450] 

E_65  ..........................................................................................  [450] 
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Lb_bd CAGCAGACCCTCAAGGCATTTCCGTTTCAGTCTCGTGGCGCCTCCATCGTCTCTGGTGCTCAAGAGGGCGTCTATGGGTGGCTCACGGTG[540] 

E_16  ..........................................................................................  [540] 

E_21  ..........................................................................................  [540] 

E_22  ..........................................................................................  [540] 

E_43  ..........................................................................................  [540] 

E_49  ..........................................................................................  [540] 

E_52  ..........................................................................................  [540] 

E_54  ..........................................................................................  [540] 

E_59  ..........................................................................................  [540] 

E_60  ..........................................................................................  [540] 

E_64  ..........................................................................................  [540] 

E_65  ..........................................................................................  [540] 

 

Lb_bd AACTACCTCCTTAACAGGCTCGACAAGGAGGGCGCCACCGTCGCGACCATAGACATGGGGGGTGCCTCGACGCAGGTGGTGTTCGAGACG[630] 

E_16  ..........................................................................................  [630] 

E_21  ..........................................................................................  [630] 

E_22  ..........................................................................................  [630] 

E_43  ..........................................................................................  [630] 

E_49  ..........................................................................................  [630] 

E_52  ..........................................................................................  [630] 

E_54  ..........................................................................................  [630] 

E_59  ..........................................................................................  [630] 

E_60  ..........................................................................................  [630] 

E_64  ..........................................................................................  [630] 

E_65  ..........................................................................................  [630] 

 

Lb_bd AAGTTCACGTCTGGAGAGTGGCTGCCCTTCAACTACGCCCACCAGCTGCGCACGCCAAAGCGCACCATCGCCATGTATCAGCACAGCTAC[720] 

E_16  ..........................................................................................  [720] 

E_21  ..........................................................................................  [720] 

E_22  ..........................................................................................  [720] 

E_43  ..........................................................................................  [720] 

E_49  ..........................................................................................  [720] 

E_52  ..........................................................................................  [720] 

E_54  ..........................................................................................  [720] 

E_59  ..........................................................................................  [720] 

E_60  ..........................................................................................  [720] 

E_64  ..........................................................................................  [720] 

E_65  ..........................................................................................  [720] 

 

Lb_bd CTAGGCCTTGGGCTCAACGAGGCAAAGAAGACACTGATGACGTTGTTCGCCAAAGTGAACGGGACATCCCCTTTTTCATGCTTCCCGAGA[810] 

E_16  ..........................................................................................  [810] 

E_21  ..........................................................................................  [810] 

E_22  ..........................................................................................  [810] 

E_43  ..........................................................................................  [810] 

E_49  ..........................................................................................  [810] 

E_52  ..........................................................................................  [810] 

E_54  ..........................................................................................  [810] 

E_59  ..........................................................................................  [810] 

E_60  ..........................................................................................  [810] 

E_64  ..........................................................................................  [810] 

E_65  ..........................................................................................  [810] 

 

Lb_bd AGGCATACGGAACACCTGAATGGTGTGGAACTTCGAAACGGCGATTCCACGGACTTCGACGTTTGTGTAAATCTTTTTCGAGAGCACGTC[900] 

E_16  ..................................................A.................G.....................  [900] 

E_21  ..................................................A.................G.....................  [900] 

E_22  ..................................................A.................G.....................  [900] 

E_43  ..................................................A.................G.....................  [900] 

E_49  ..................................................A.................G.....................  [900] 

E_52  ..................................................A.................G.....................  [900] 

E_54  ..................................................A.................G.....................  [900] 

E_59  ..................................................A.................G.....................  [900] 

E_60  ..................................................A.................G.....................  [900] 

E_64  ..................................................A.................G.....................  [900] 

E_65  ..................................................A.................G.....................  [900] 
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Lb_bd ATAACGAAGCCGATCTGCAGGTTTGATGCCTGTGGCGCTCGCGGCGTGCCGCAGCCGCCGCTGCCGTCGAAGCAGCATCCAATTTACGCC[990] 

E_16  ..........................................................................................  [990] 

E_21  ..........................................................................................  [990] 

E_22  ..........................................................................................  [990] 

E_43  ..........................................................................................  [990] 

E_49  ..........................................................................................  [990] 

E_52  ..........................................................................................  [990] 

E_54  ..........................................................................................  [990] 

E_59  ..........................................................................................  [990] 

E_60  ..........................................................................................  [990] 

E_64  ..........................................................................................  [990] 

E_65  ..........................................................................................  [990] 

 

Lb_bd TTTTCTTACTTCTACGACCGTCTCTACCACTTCCGCAGTGAAGGATTCCCGGTATACGTCTCGTCGTACAAGGAGCTCGGGCGGGAGGTG [1080] 

E_16  .......................................................................................... [1080] 

E_21  .......................................................................................... [1080] 

E_22  .......................................................................................... [1080] 

E_43  .......................................................................................... [1080] 

E_49  .......................................................................................... [1080] 

E_52  .......................................................................................... [1080] 

E_54  .......................................................................................... [1080] 

E_59  .......................................................................................... [1080] 

E_60  .......................................................................................... [1080] 

E_64  .......................................................................................... [1080] 

E_65  .......................................................................................... [1080] 

 

Lb_bd TGTCAGCGAGAGTCTGCAGACCACACCACCACCCCCAAGGAAACGACCTGCATGGAGCTGGCATACTTGTACAGCTTCTTGACGCACGGG [1170] 

E_16  .......................................................................................... [1170] 

E_21  .......................................................................................... [1170] 

E_22  .......................................................................................... [1170] 

E_43  .......................................................................................... [1170] 

E_49  .......................................................................................... [1170] 

E_52  .......................................................................................... [1170] 

E_54  .......................................................................................... [1170] 

E_59  .......................................................................................... [1170] 

E_60  .......................................................................................... [1170] 

E_64  .......................................................................................... [1170] 

E_65  .......................................................................................... [1170] 

 

Lb_bd CTAGGGCTTAGCGACGACAGAACCCTCGAGGTTCCTAACCGCATAGAGGGTATCGCGGTCTCCTGGTCTCTAGGCTGCTCTCTGTCCTTC [1260] 

E_16  ...................................................................................------- [1260] 

E_21  .......................................................................................... [1260] 

E_22  .......................................................................................... [1260] 

E_43  ..........................................................................---------------- [1260] 

E_49  .......................................................................................... [1260] 

E_52  .......................................................................................... [1260] 

E_54  .......................................................................................... [1260] 

E_59  .......................................................................................... [1260] 

E_60  .......................................................................................... [1260] 

E_64  ....................................................................................------ [1260] 

E_65  .......................................................................................... [1260] 

 

Lb_bd GTGCTCAAGATGGAATGA [1278] 

E_16------------------ [1278] 

E_21  .................. [1278] 

E_22  ..........-------- [1278] 

E_43------------------ [1278] 

E_49  ...............--- [1278] 

E_52  .................. [1278] 

E_54  ............------ [1278] 

E_59  .................. [1278] 

E_60  .................. [1278] 

E_64------------------ [1278] 

E_65  .................. [1278] 
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Anexo 2 – Alinhamento das sequências aminoacídicas derivadas das sequências 
consenso oriundas do sequenciamento das colônias isoladas na estratégia 1. 
Dados obtidos por meio de tradução e alinhamento utilizando o programa 
ClustalW e o programa MEGA 5.05.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Lb_bd MRPYSSVRRMTQQSNRLRVIGVLVLSAFVLFGFVIYSESPWFSPCNSPYSNVYDIVIDAGSTGSRVHVFQYERSSTGVILLRERFKRIEP[90] 

E_16  ..........................................................................................  [90] 

E_21--------------............................................................................  [90] 

E_22  ..........................................................................................  [90] 

E_43  ..........................................................................................  [90] 

E_49  ..........................................................................................  [90] 

E_52  ..........................................................................................  [90] 

E_54  ..........................................................................................  [90] 

E_59  ..........................................................................................  [90] 

E_60  ..........................................................................................  [90] 

E_64  ..........................................................................................  [90] 

E_65  ..........................................................................................  [90] 

 

Lb_bd GLSSFATDQEGAKQSLAGLLRFAEKAVPRSYQRCTSVTLKATAGLRLLPEADQQVLLDAAQQTLKAFPFQSRGASIVSGAQEGVYGWLTV [180] 

E_16  .......................................................................................... [180] 

E_21  .......................................................................................... [180] 

E_22  .......................................................................................... [180] 

E_43  .......................................................................................... [180] 

E_49  .......................................................................................... [180] 

E_52  .......................................................................................... [180] 

E_54  .......................................................................................... [180] 

E_59  .......................................................................................... [180] 

E_60  .......................................................................................... [180] 

E_64  .......................................................................................... [180] 

E_65  .......................................................................................... [180] 

 

Lb_bd NYLLNRLDKEGATVATIDMGGASTQVVFETKFTSGEWLPFNYAHQLRTPKRTIAMYQHSYLGLGLNEAKKTLMTLFAKVNGTSPFSCFPR [270] 

E_16  .......................................................................................... [270] 

E_21  .......................................................................................... [270] 

E_22  .......................................................................................... [270] 

E_43  .......................................................................................... [270] 

E_49  .......................................................................................... [270] 

E_52  .......................................................................................... [270] 

E_54  .......................................................................................... [270] 

E_59  .......................................................................................... [270] 

E_60  .......................................................................................... [270] 

E_64  .......................................................................................... [270] 

E_65  .......................................................................................... [270] 

 

Lb_bd RHTEHLNGVELRNGDSTDFDVCVNLFREHVITKPICRFDACGARGVPQPPLPSKQHPIYAFSYFYDRLYHFRSEGFPVYVSSYKELGREV [360] 

E_16  .......................................................................................... [360] 

E_21  .......................................................................................... [360] 

E_22  .......................................................................................... [360] 

E_43  .......................................................................................... [360] 

E_49  .......................................................................................... [360] 

E_52  .......................................................................................... [360] 

E_54  .......................................................................................... [360] 

E_59  .......................................................................................... [360] 

E_60  .......................................................................................... [360] 

E_64  .......................................................................................... [360] 

E_65  .......................................................................................... [360] 

 

Lb_bd CQRESADHTTTPKETTCMELAYLYSFLTHGLGLSDDRTLEVPNRIEGIAVSWSLGCSLSFVLKME* [426] 

E_16  ..........................................................-------- [426] 

E_21  .................................................................. [426] 

E_22  ................................................................-- [426] 

E_43  .......................................................----------- [426] 

E_49  .................................................................- [426] 

E_52  .................................................................. [426] 

E_54  ................................................................-- [426] 

E_59  .................................................................. [426] 

E_60  .................................................................. [426] 

E_64  ..........................................................-------- [426] 
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Anexo 3 – Alinhamento das sequências consenso (obtidas pelo programa 
Sequencher 4.1.4) das colônias isoladas para cada clone da estratégia 2. Dados 
obtidos por meio do alinhamento utilizando o programa ClustalW e o programa 
MEGA 5.05.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Lb_bd ATGCGACCGTACTCCTCAGTGCGGCGGATGACTCAACAGTCGAACCGACTGCGCGTCATCGGCGTACTCGTGCTTAGCGCATTCGTTCTC[90] 

D12   ..........................................................................................   [90] 

F9    ..........................................................................................   [90] 

G8    ..........................................................................................   [90] 

G9    ..........................................................................................   [90] 

G11------------------------------------------------------------------------------------------   [90] 

 

Lb_bd TTCGGCTTTGTCATTTACTCTGAAAGCCCTTGGTTCTCTCCTTGCAACTCGCCATACTCGAATGTCTACGACATCGTAATCGACGCCGGC[180] 

D12   ..........................................................................................  [180] 

F9    ..........................................................................................  [180] 

G8    ..........................................................................................  [180] 

G9    ..........................................................................................  [180] 

G11------------------------------------------------------------------------------------------  [180] 

 

Lb_bd AGTACCGGCTCGCGCGTACATGTGTTTCAGTACGAGCGCAGTAGCACTGGTGTCATACTTCTGAGAGAGCGCTTCAAACGGATAGAGCCG[270] 

D12   ..........................................................................................  [270] 

F9    ..........................................................................................  [270] 

G8    ..........................................................................................  [270] 

G9    ..........................................................................................  [270] 

G11------------------------------------------------------------------------------------------  [270] 

 

Lb_bd GGACTGTCTTCATTTGCCACCGATCAGGAAGGCGCTAAGCAGTCGCTTGCGGGGCTCCTGCGCTTCGCTGAAAAGGCAGTTCCACGAAGC[360] 

D12   ..........................................................................................  [360] 

F9    ..........................................................................................  [360] 

G8    ..........................................................................................  [360] 

G9    ..........................................................................................  [360] 

G11------------------------------------------------------------------------------------------  [360] 

 

Lb_bd TACCAGAGGTGCACTTCCGTAACCCTCAAGGCCACCGCCGGCCTCCGGCTTCTCCCTGAAGCCGATCAGCAGGTGTTGCTGGATGCTGCC[450] 

D12   ..........................................................................................  [450] 

F9    ..........................................................................................  [450] 

G8    ..........................................................................................  [450] 

G9    ........................M.................................................................  [450] 

G11------------------------------------------------------------------------------------------  [450] 

 

Lb_bd CAGCAGACCCTCAAGGCATTTCCGTTTCAGTCTCGTGGCGCCTCCATCGTCTCTGGTGCTCAAGAGGGCGTCTATGGGTGGCTCACGGTG[540] 

D12   ..........................................................................................  [540] 

F9    ..........................................................................................  [540] 

G8    ..........................................................................................  [540] 

G9    ..........................................................................................  [540] 

G11------------------------------------------------------------------------------------------  [540] 

 

Lb_bd AACTACCTCCTTAACAGGCTCGACAAGGAGGGCGCCACCGTCGCGACCATAGACATGGGGGGTGCCTCGACGCAGGTGGTGTTCGAGACG[630] 

D12   ..........................................................................................  [630] 

F9    ..........................................................................................  [630] 

G8    ..........................................................................................  [630] 

G9    ..........................................................................................  [630] 

G11------------------------------------------------------------------------------------------  [630] 

 

Lb_bd AAGTTCACGTCTGGAGAGTGGCTGCCCTTCAACTACGCCCACCAGCTGCGCACGCCAAAGCGCACCATCGCCATGTATCAGCACAGCTAC[720] 

D12   ..........................................................................................  [720] 

F9    ..........................................................................................  [720] 

G8    ..........................................................................................  [720] 

G9    ..........................................................................................  [720] 

G11-----------------------------------------------------------------.........................  [720] 
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Lb_bd CTAGGCCTTGGGCTCAACGAGGCAAAGAAGACACTGATGACGTTGTTCGCCAAAGTGAACGGGACATCCCCTTTTTCATGCTTCCCGAGA[810] 

D12   ..........................................................................................  [810] 

F9    ..........................................................................................  [810] 

G8    ..........................................................................................  [810] 

G9    ..........................................................................................  [810] 

G11   ..........................................................................................  [810] 

 

Lb_bd AGGCATACGGAACACCTGAATGGTGTGGAACTTCGAAACGGCGATTCCACGGACTTCGACGTTTGTGTAAATCTTTTTCGAGAGCACGTC[900] 

D12   ..................................................A.................G.....................  [900] 

F9    ..................................................A.................G.....................  [900] 

G8    ..................................................A.................G.....................  [900] 

G9    ..................................................A.................G.....................  [900] 

G11   ..................................................A.................G.....................  [900] 

 

Lb_bd ATAACGAAGCCGATCTGCAGGTTTGATGCCTGTGGCGCTCGCGGCGTGCCGCAGCCGCCGCTGCCGTCGAAGCAGCATCCAATTTACGCC[990] 

D12   ..........................................................................................  [990] 

F9    ..........................................................................................  [990] 

G8    ..........................................................................................  [990] 

G9    ..........................................................................................  [990] 

G11   ..........................................................................................  [990] 

 

Lb_bd TTTTCTTACTTCTACGACCGTCTCTACCACTTCCGCAGTGAAGGATTCCCGGTATACGTCTCGTCGTACAAGGAGCTCGGGCGGGAGGTG [1080] 

D12   .......................................................................................... [1080] 

F9    .......................................................................................... [1080] 

G8    .......................................................................................... [1080] 

G9    .......................................................................................... [1080] 

G11   .......................................................................................... [1080] 

 

Lb_bd TGTCAGCGAGAGTCTGCAGACCACACCACCACCCCCAAGGAAACGACCTGCATGGAGCTGGCATACTTGTACAGCTTCTTGACGCACGGG [1170] 

D12   .......................................................................................... [1170] 

F9    .......................................................................................... [1170] 

G8    .......................................................................................... [1170] 

G9    .......................................................................................... [1170] 

G11   .......................................................................................... [1170] 

 

Lb_bd CTAGGGCTTAGCGACGACAGAACCCTCGAGGTTCCTAACCGCATAGAGGGTATCGCGGTCTCCTGGTCTCTAGGCTGCTCTCTGTCCTTC [1260] 

D12   .......................................................................................... [1260] 

F9    .......................................................................................... [1260] 

G8    .......................................................................................... [1260] 

G9    .......................................................................................... [1260] 

G11   .......................................................................................... [1260] 

 

Lb_bd GTGCTCAAGATGGAATGA [1278] 

D12   ............------ [1278] 

F9    ...............--- [1278] 

G8    ...............--- [1278] 

G9    .............----- [1278] 

G11   ..............---- [1278] 
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Anexo 4 – Alinhamento das sequências aminoacídicas derivadas das sequências 
consenso oriundas do sequenciamento das colônias isoladas para cada clone. 
Dados obtidos por meio de tradução e alinhamento utilizando o programa 
ClustalW e o programa MEGA 5.05.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Lb_bd  MRPYSSVRRMTQQSNRLRVIGVLVLSAFVLFGFVIYSESPWFSPCNSPYSNVYDIVIDAGSTGSRVHVFQYERSSTGVILLRERFKRIEP[ 90] 

D12    ..........................................................................................  [ 90] 

F9     ..........................................................................................  [ 90] 

G8     ..........................................................................................  [ 90] 

G9     ..........................................................................................  [ 90] 

G11------------------------------------------------------------------------------------------  [ 90] 

 

Lb_bd  GLSSFATDQEGAKQSLAGLLRFAEKAVPRSYQRCTSVTLKATAGLRLLPEADQQVLLDAAQQTLKAFPFQSRGASIVSGAQEGVYGWLTV[180] 

D12    ..........................................................................................  [180] 

F9     ..........................................................................................  [180] 

G8     ..........................................................................................  [180] 

G9     ......................................?...................................................  [180] 

G11------------------------------------------------------------------------------------------  [180] 

 

Lb_bd  NYLLNRLDKEGATVATIDMGGASTQVVFETKFTSGEWLPFNYAHQLRTPKRTIAMYQHSYLGLGLNEAKKTLMTLFAKVNGTSPFSCFPR[270] 

D12    ..........................................................................................  [270] 

F9     ..........................................................................................  [270] 

G8     ..........................................................................................  [270] 

G9     ..........................................................................................  [270] 

G11---------------------------------------------------.......................................  [270] 

 

Lb_bd  RHTEHLNGVELRNGDSTDFDVCVNLFREHVITKPICRFDACGARGVPQPPLPSKQHPIYAFSYFYDRLYHFRSEGFPVYVSSYKELGREV[360] 

D12    ..........................................................................................  [360] 

F9     ..........................................................................................  [360] 

G8     ..........................................................................................  [360] 

G9     ..........................................................................................  [360] 

G11    ..........................................................................................  [360] 

 

Lb_bdCQRESADHTTTPKETTCMELAYLYSFLTHGLGLSDDRTLEVPNRIEGIAVSWSLGCSLSFVLKME  [426] 

D12    ................................................................-  [426] 

F9     .................................................................  [426]       ? = I ou L 

G8     .................................................................  [426] 

G9     .................................................................  [426] 

G11    .................................................................  [426] 

 


