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RESUMO

BASTOS, Matheus Silva e., M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2011.
Expressao heteréloga e caracterizagdao bioquimica e biolégica da NTPDase-1
de Leishmania infantum chagasi. Orientadora: Juliana Lopes Rangel Fietto.
Coorientadores: Marcia Rogéria de Almeida Lamego e Luciano Gomes Fietto.

A Leishmaniose Visceral (LV) € um grave problema de saude publica em varios
paises do mundo incluindo o Brasil. Atualmente tem se observado um numero
crescente de casos no homem e no cao, sendo este ultimo considerado principal
reservatorio doméstico responsavel pela manutencdo da doenca em periferias de
grandes cidades. O foco central deste trabalho é o estudo da NTPDase-1 de
Leishmania infantum chagasi, agente etioldgico principal da LV no Brasil. A NTPDase-
1 faz parte da familia das E-NTPDases, que sao enzimas implicadas como fatores de
viruléncia de alguns parasitos. Elas participam da via de salvagdo de purinas e da
modulagdo da resposta imune do hospedeiro dependente de nucleotideos
extracelulares. Essas enzimas constituem importantes alvos para o desenvolvimento
de novas drogas e vacinas para as leishmanioses, tanto humana quanto canina.
Neste trabalho foram feitas analises de bioinformatica das E-NTPDases de
Leishmania braziliensis, L. infantum, L. major, Trypanosoma brucei e T. cruzi. Além
disto, foi feita a clonagem, expressdo em sistema bacteriano, purificagdo e
caracterizagao enzimatica da porgéo soluvel da NTPDase-1de L. infantum chagasi. A
enzima purificada foi usada também para producdo de anti-soro policlonal anti-
NTPDase-1. Foram feitos testes de crescimento de L. braziliensis, onde foi feito
tratamento com a NTPDase-1 recombinante durante o cultivo celular. Nas analises de
bioinformatica foi possivel observar a existéncia de dois grupos, as NTPDases-1 e
NTPDases-2. Os dados demonstram que existem conservacdes especificas entre
enzimas do mesmo grupo, como sitios de glicosilacdo e predicao de localizagao
subcelular onde a maioria das isoformas-1 sao preditas como secretadas e as
isoformas 2 como presentes na membrana. Foram observadas algumas possiveis
pontes dissulfeto conservadas em todas as sequéncias. Quanto as caracteristicas
bioquimicas, baseado em dados ja existentes, viu-se clara distingdo de preferéncia
por substrato entre as enzimas dos diferentes grupos, e duas enzimas (L.i NTPDase-2
e L. m NTPDase-2), muito préximas no agrupamento, apresentam hidrélise comum

para a maioria dos substratos. Quando é comparada a NTPDase-1 de T. cruzie a de

vii



L. infantum chagasi, caracterizada neste trabalho, observa-se que o pH de atividade
maxima € distinto: a enzima de T. cruzi apresenta atividade maior em pH basico (7,5-
8) e a NTPDase-1 de L. infantum chagasi em pH acido (5,5-6,0). A L. i NTPDase-1
apresentou especificidade para GTP enquanto as outras enzimas de
tripanosomatideos hidrolisam varios nucleotideos tri e di-fosfatados. Nas analises do
efeito biolégico da adicdo da L.i NTPDase-1 em cultura axénica de promastigotas de
L. braziliensis, verificou-se uma possivel influéncia na metaciclogénese “in vitro”.
Todos os dados sdo discutidos em termos de possiveis papéis da L.i NTPDase-1 na
biologia de L. infantum chagasi e na infec¢do do vetor e do hospedeiro, abrindo
novas perspectivas de estudos na area. Os dados obtidos sugerem que esta enzima
pode influenciar de no mecanismo de metaciclogénese por algum processo ainda nao

conhecido.
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ABSTRACT

BASTOS, Matheus Silva e., M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February of 2011.
Heterologous expression and biochemical and biological Characterization of
Leishmania infantum chagasi NTPDase-1. Adviser: Juliana Lopes Rangel Fietto.
Co-advisers: Marcia Rogéria de Almeida Lamego and Luciano Gomes Fietto.

The Visceral Leishmaniasis (VL) represents an important global health problem in
many countries including Brazil and it has seen a growing number of cases in humans
and dogs. The dogs are being considered the main domestic reservoir responsible for
maintaining the disease in the outskirts of large cities. The aim of this work is the study
of Leishmania infantum chagasi NTPDase-1. L. infantum chagasi is the main etiologic
agent of VL in Brazil. The NTPDase-1 is part of the E-NTPDase family, enzymes that
are implicated as virulence factors of some parasites. They participate in the purines
salvage pathways and in the modulation of host immune response that dependend on
extra cellular nucleotides. These enzymes are important targets for the development of
new drugs and effective vaccines for Leishmaniasis. In this work were made
bioinformatics analysis of E-NTPDase from L. braziliensis, L. infantum, L. major,
Trypanosoma brucei and T. cruzi. Moreover, was made the cloning, expression in
bacterial system, purification and characterization of soluble portion of the enzyme
NTPDase 1 from L. infantum chagasi. The purified enzyme was also used for
production of polyclonal antiserum. In addition were evaluated the role of recombinant
NTPDase-1 in the biology of f L. braziliensis. The results of the bioinformatics analysis
showed the existence of two groups of Trypanosomatide NTPDases named here as
NTPDase-1 and NTPDase-2. These groups presented similar predicted glycosilation
pattern, transmembrane domain, disulphide bonds and substrate specifity. Comparing
the T. cruzi NTPDase-1 and L. infantum chagasi NTPDase-1 (L.i. NTPDase-1),
characterized in this work, we observe that the pH of maximum activity is different: the
enzyme from T. cruzi has a higher activity at alkaline pH (7.5 to 8) and the NTPDase-1
from L. infantum chagasi in acidic pH (5.5 to 6.0). L.i. NTPDase-1 showed specificity
for GTP while the other enzymes of Trypanosomatids hydrolyze various tri-and di-
phosphate nucleotides. In the analysis of biological effect of addition of L.i. NTPDase-1
in axenic culture of promastigotes of L. braziliensis, there was a possible influence on
in vitro metacyclogenesis. All data are discussed in terms of possible roles of L.i.

NTPDase-1 in the biology of L. infantum chagasi and the infection vector and host,



opening new prospects for studies in this area. The data suggests that this enzyme

may influence the mechanism of metacyclogenesis by some process not yet known.



1. INTRODUGAO

1.1. LEISHMANIOSE

As Leishmanioses sdo enfermidades causadas por pelo menos 20 espécies
patogénicas de protozoarios flagelados do género Leishmania (Ross, 1903). Sao
doencas de carater zoondtico e sua transmissao ocorre de forma natural, pela picada
de fémeas de espécies de flebotomineos infectadas (Ordem Diptera; Familia
Psychodidae; Sub-Familia Phlebotominae; géneros Phlebotomus e Lutzomya).
Existem aproximadamente 600 espécies de flebotomineos, mas apenas 10% delas
agem como vetores para as diferentes espécies de Leishmania e apenas 30 espécies
possuem importancia para a saude publica (Sharma e Singh, 2008).

Estes protozoarios apresentam um ciclo de vida heteroxeno, onde parte ocorre no
sistema digestivo do hospedeiro invertebrado e parte no interior de fagolisossomas de
macrofagos de mamiferos. Nas porgcdes anteriores do trato digestivo do hospedeiro
invertebrado o parasito € encontrado principalmente na forma infecciosa promastigota
metaciclica. Estes promastigotas sdo inoculados pelo flebotomineo ao fazer o repasto
sanguineo em mamiferos. Ja nos mamiferos estas promastigotas sdo fagocitados por
macrofagos, sendo localizados no vacuolo parasitéforo formado pelo fagolisossoma,
onde apdés um periodo de 12-24 horas se diferenciam em formas arredondadas
denominadas amastigotas. Um flebotominio ndo infectado se contamina ao fazer o
repasto sanguineo ingerindo macrofagos infectados. As formas amastigotas iniciam a
diferenciagdo em promastigotas poucas horas apdés a ingestdo e a completa
diferenciagdo ocorre apos 24-48 horas (Sharma e Singh, 2008).

As leishmanioses sdao amplamente distribuidas pelo mundo, estando presentes
em 88 paises. Cerca de 350 milhdes de pessoas estdo em areas de risco e estima-se
que a populagao de infectados seja de 12 milhdes de pessoas com 2 milhdes de
novos casos por ano (WHO, 2009). As leishmanioses apresentam diferentes formas
clinicas, dependendo da espécie de Leishmania envolvida e da pré-disposicdo do
hospedeiro, sendo basicamente divididas em Visceral (forma mais grave da doenca),
onde o parasito infecta células do figado, bago ou medula éssea, o que acarreta em
uma imunossupressao e posteriormente a morte do hospedeiro se nao tratado; e as
formas tegumentares que podem ser subdivididas em mucocuténea, cutdnea e
cutanea difusa. Na Leishmaniose Mucocutédnea, o parasito se aloja em células da

mucosa do hospedeiro, podendo causar uma lesdo grave na area de infecgdo. Na



Leishmaniose Cutinea o parasito se mantém na area da picada do flebotominio
gerando uma lesao tipica, geralmente ulcerada. Por fim, a Leishmaniose Cutanea
Difusa, que é uma forma onde ocorre a disseminacdo de lesbes nodulares por
metastases.

Um fator que dificulta o controle desta enfermidade é a leishmaniose Canina. E
visto que em areas endémicas o numero de caes positivos para leishmaniose é
altissimo e levando em consideracéo a relagao de proximidade do cdo com o homem,
este animal torna-se um importante reservatorio (Baneth et al., 2008; Miro et al.,
2008). Devido a limitagdo nas drogas disponiveis para tratamento das leishmanioses
e a ineficacia das drogas na cura parasitolégica dos caes (Miro et al.,, 2008),
atualmente no Brasil o tratamento dos cées esta proibido por portaria N° 1.426, de 11
de julho de 2008 do Ministério da Saude e do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, sendo preconizada a eutanasia dos animais infectados. Ainda nao
existem também vacinas com eficacia comprovada, apesar de existirem algumas

vacinas no mercado veterinario (Saude, 2006).

1.2. E-NTPDases

As E-NTPDases ou Ecto-Nucleosidio Trifosfato Difosfohidrolases sdo enzimas
que hidrolisam nucleotideos tri e difosfatados, sao dependentes de cations divalentes,
possuem 5 regides conservadas de apirase (ACRs) e até o momento tém se
monstrado como insensiveis ou parcialmente inibidas por inibidores de ATPases do
tipo P, V e F (Plesner, 1995). Os nucleotideos extracelulares sédo sinalizadores em
diversos eventos celulares, incluindo a regulacdo do sistema imune de mamiferos,
atuando sobre os receptores purinérgicos e pirimidinérgicos. Ja € bem conhecido o
efeito da ativagao destes receptores em células do sistema imune, bem como a sua
importancia na modulagcdo da resposta imune (Chen et al.,, 2006; Burnstock, 2007;
Kukulski et al., 2007; Ben Yebdri et al., 2009; Kukulski et al., 2009; Levesque et al.,
2010).0utro papel importante atribuido as E-NTPDases (presentes dentro das células
no aparato de golgi e reticulo endoplasmatico) € a participacdo em vias de
glicosilacdo, como demonstrado em Saccharomyces cerevisiae, onde estas enzimas
regulam a entrada de agucar-nucleotideo com saida de nucleotideo hidrolisado
(Abeijon et al., 1993; Gao et al., 1999).

As E-NTPDases de Leishmania se tornaram um alvo promissor de estudos,

sendo objeto de patente pelo nosso grupo de pesquisa para uso em varios fins, como
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diagndstico, progndstico, vacinagdo e desenvolvimento de quimioterapicos. Varios
trabalhos recentes demonstraram que as ecto-nucleotidases, incluindo as E-
NTPDases, parecem atuar como fatores de viruléncia em patdégenos, incluindo
Leishmania (Berredo-Pinho et al., 2001; De Almeida Marques-Da-Silva et al., 2008;
Sansom, Robson et al., 2008; Santos et al., 2009). Leishmania infantum cepa JPCM5,
utilizada no sequenciamento gendmico, apresenta dois genes codificantes de E-
NTPDases em seu genoma, denominados como Guanosine Diphosphatase
(gi|146079010) e Nucleoside diphosphatase (gi|146081774), sendo que neste trabalho
iremos nos referir a GDPase como NTPDase-1 (devido a similaridade de sequéncias
primaria com a NTPDase-1 de T. cruzi ja descrita e bioquimicamente caracterizada
como E-NTPDase) e a NTPDase como NTPDase-2, sendo que nenhuma NTPDase-2
de tripanosomatidios foi até entdo bioqumicamente caracterizada.

Tendo como foco uma possivel aplicagdo biotecnolégica destas enzimas na
Leishmaniose Canina, este trabalho vem primariamente estudar a NTPDase-1de L.
infantum chagasi, enzima da familia das E-NTPDases até entdo ndo estudadas na
literatura que podem ser potencialmente importantes para o processo de infecgcédo e
manutencado da infeccdo em mamiferos e um bom alvo para o desenho racional de
drogas, desenvolvimento de vacinas e kits de diagndstico (uso ja com pedido de
patende no Brasil por nosso grupo de pesquisa (Fietto, J. L. R et al., 2010). Nesta
dissertagdo serdo apresentados também resultados de analises “in silico”
determinagao da possivel localizagao subcelular, possiveis regides de O-glicosilagéo,
possiveis pontes dissulfeto e um agrupamento com base no alinhamento feito com as
sequéncias de aminoacidos das NTPDases1 e NTPDase-2 de L. infantum,
L.braziliensis, L. major, Trypanosoma brucei e T. cruzi. Serdo apresentados dados
de clonagem da regido que codifica a porgao soluvel da NTPDase-1 de L. infantum
chagasi, e analises de expressao heteréloga em sistema bacteriano pET21-b,
purificacdo e caracterizagao da enzima recombinante. Por fim uma possivel funcéo
desta enzima na biologia de Leishmania, foi avaliada por adicdo da proteina

recombinante ativa em cultura axénica de promastigotas totais de L. braziliensis.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

21. Leishmaniose Visceral

L. chagasi é hoje considerada espécie sinbnima de L. infantum, e sera citada
neste trabalho como L. infantum chagasi, a fim de discriminar esta espécie como
inicialmente aquela caracterizada como L. chagasi e isolada no Brasil (Romero e
Boelaert, 2010). Segundo a Organizacdao Mundial de Saude, dos casos de
Leishmaniose Visceral (LV) notificados no mundo 90% estdo concentrados em
Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Sudao (figura 1). Dados de 2002 demonstram que,
no Brasil, a LV esta presente em 17 estados (figura 2), sendo que a maior parte dos
casos esta concentrada na regido nordeste. Conforme dados epidemioldgicos
disponiveis (Saude, 2006) é possivel verificar uma urbanizagao da LV que antes era
estritamente rural. Entre 1990 e 2006 foram notificados cerca de 50.060 casos de LV
no Brasil, o que corresponde a 90% de todos os casos reportados nas Américas
(Saude, 2006; Bern et al., 2008; Romero e Boelaert, 2010).
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Figura 1: Distribuicdo de Leishmaniose Visceral no mundo, dados de 2009,
(WHO,2010)
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Figura 2: Distribuicao Leishmaniose Visceral no Brasil (Saude, 2006)

Além do elevado numero de pessoas infectadas, outro fator preocupante € o
numero de cées infectados nas areas endémicas, pois estes sdo um importante
reservatorio destes parasitos. Como exemplo, em Jacobina-Bahia a prevaléncia de
cées infectados com L. infantum chagasi chega a 36%, sendo a infeccdo mais
prevalente entre animais mais jovens (Ashford et al., 1998). Em Jequié — Bahia, cerca
de 6,55 cées em cada 100 s&o infectados por ano (Paranhos-Silva et al., 1998). Em
estudo avaliando de caes positivos para LV em areas urbanas e rurais do nordeste
brasileiro e 72,2% dos cées avaliados nas areas urbanas foram positivos para LV.
Dos casos positivos 30,8% nao apresentavam sinais clinicos. Para as areas rurais o
indice de céaes positivos caiu para 12,4%, destes caes positivos cerca de 75% nao
apresentaram sinais clinicos (Queiroz et al., 2009). Como pode ser observado nos
dados citados o numero elevado de caes que nao apresenta sinais clinicos o que
acarreta em uma maior dificuldade no diagnostico, sendo necessario um diagnostico
laboratorial rapido e confiavel para um controle eficiente desta doenca. A urbanizagao
da LV no Brasil nas ultimas décadas é consequéncia da migragdo de pessoas do
meio rural para as periferias das grande cidades, onde a superlotagcdo e a baixas

condi¢gdes sanitarias criaram um ambiente propicio para os vetores (Paranhos-Silva et



al., 1998). Portanto a Leishmaniose Visceral Canina (LVC) € um grande problema de
saude animal e saude publica, sendo foco de varios estudos. O cao ¢ um animal
domeéstico que favorece a manutengao do ciclo da doenga na regido peri-domiciliar.
Desta forma estudos focados no diagndstico e vacina para cdes sao de grande
importancia para o controle desta enfermidade. Hoje existem diversos métodos de
diagnodsticos para Leishmaniose Visceral Canina e humana, como os métodos de
aglutinagdo direta, imunocromatografia, ELISA e PCR. A organizacdo mundial de
saude considera dois métodos de diagnosticos como apropriados para programas de
controle: o teste de aglutinagdo direta, que usa formas promastigotas e o teste de
imunocromatografia baseado em rK39 (Romero e Boelaert, 2010). No Brasil os testes
laboratoriais para deteccdo de leishmaniose sao feitos principalmente usando o
método de imunofluorescéncia indireta com o “antigeno de Manguinhos” (Saude,
2006). Apesar de existirem estes métodos preconizados, os mesmos apresentam
eficacia variavel em diferentes regides e nao existe um método de diagndstico
confiavel principalmente para cdes assintomaticos o que dificulta o trabalho de
controle da LVC (Romero e Boelaert, 2010). E visto que, para o diagndstico do cdo
existe, no momento uma grande discrepancia entre especificidade e sensibilidade dos
testes que variam do tipo de teste e também conforme o grupo de amostragem usado
principalmente quando se trata de caes assintomaticos. Em estudo na cidade Belo
Horizonte-MG, foi demonstrado que usando os métodos de imunofluorescéncia
indireta e ensaio imuno enzimatico (ELISA), ocorreu reagédo cruzada com infecgdes
por Trypanosoma cruzi, Ehrlichia canis e L. braziliensis (Ferreira Ede et al., 2007). Na
busca por métodos de diagndsticos mais rapidos e mais confiaveis, diversos grupos
procuram alvos como proteinas de Leishmania que sejam espécie especificas ou que
possam sanar as dificuldades encontradas atualmente de se ter um antigeno

universal confiavel, permitindo um melhor controle da LV em areas endémicas.

2.2 E-NTPDases

Atualmente muitos grupos que estudam Leishmaniose Visceral, seja no homem
ou no cao, estao focando seus estudos na busca de novos alvos para drogas, para
uma vacina efetiva e também novos métodos de diagndsticos que incluem alvos que
possibilitem um diagnostico mais confiavel. Dentro deste contexto, as E-NTPDases de
Leishmania se tornaram um alvo promissor de estudos, tendo sido objeto de patente

para estes fins pelo nosso grupo de pesquisa (Fietto, J. L. R et al., 2010) .



As E-NTPDases (EC 3.6.1.5), ou Ecto-Nucleosidio Trifosfato Difosfohidrolases,
sao enzimas capazes de hidrolisar nucleotideos tri e difosfatos em diferentes
ambientes, incluindo o meio extracelular (Zimmermann, 2000). Estas enzimas sao
dependentes de cations divalentes para sua atividade e insensiveis ou parcialmente
sensiveis a inibidores de ATPases tipo P, V e F, como por exemplo azida sodica que
inibe ATPases mitocondrial (tipo—F), Orthovanadato que inibe H* ATPase (Tipo-P),
adenilil  (3',5')-adenosina pentafosfato (Ap5A) que inibe Adelilato cinase,
trifluoperazino que inibe Ca*’-ATPase(Tipo-P) e outros (Plesner, 1995; Knowles e
Nagy, 1999; De Aguiar Matos et al., 2001; Shi et al., 2001). Elas podem estar
presentes na forma soluvel ou serem integrantes de membranas com uma ou duas
por¢cdes transmembranas (figura 3).Todos os membros desta familia possuem 5
regides conservadas denominadas regides conservadas de apirases (ACRs),
(Zimmermann, 2000), sendo que estas ACRs (figura 3) possuem alguns residuos que
variam mais ou menos de enzima para enzima. Esta variagdo € um possivel fator
determinante da diferenca de especificidade para substrato existente entre as varias

enzimas que compdem a familia (Zimmermann, 2000; Sansom, Robson et al., 2008).
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Figura 3: Familia das E-NTPDases de mamiferos e de alguns patégenos: Esta figura
demonstra a topologia de membrana e as 5 ACRs (blocos pretos). Schistosoma mansoni (S.
mansoni), Legionella pneumophila (L. pneumophila), Pseudomonas syringae (P. syringae),
Toxoplasma gondii (T.gondii), Neospora caninum (N. caninum), Sarcocytis neurona, (S.
neurona),figura modificada de (Sansom, Robson et al., 2008).



Recentemente foi resolvida a estrutura da NTPDase de Legionella pneumophila
(Vivian et al., 2010), sendo esta a segunda NTPDase a ter sua estrutura resolvida até
o momento, ja que em 2008 a NTPDase-2 de Rattus norvegicus teve sua estrutura
resolvida por (Zebisch e Strater, 2008). Em analise comparativa, verifica-se que estas
duas enzimas de organismos tao distantes evolutivamente possuem uma identidade
de sequéncia de apenas 26%, mas quando é feita sobreposicao das estruturas
observa-se uma similaridade estrutural significante (figura 4) (Vivian et al., 2010). Tal
constatagdo sugere que, apesar dos residuos conservados nas duas sequéncias
serem poucos, estes sdo estruturalmente conservados e alguns poucos residuos que
se mantém conservados s&do importantes para manter estas enzimas em estruturas
similares, principalmente as duas pontes dissulfeto conservadas na ACR1 das duas
enzimas. No entanto, a preferéncia por substrato nestas duas enzimas apresenta
diferencas: a NTPDase de L. pneumophila apresenta uma eficacia similar na hidrdlise
de ADP e ATP, mas o K, para ATP foi bem menor (0,4 mM) do que para ADP (1
mM) (Sansom, Riedmaier et al., 2008). Ja a NTPDase-2 de R. norvegicus possui um
Km aproximado para ATP e ADP de 0,0303 e 0,039 mM respectivamente (Zebisch e
Strater, 2007). Isto sugere que as alteragdes, principalmente dentro das ACRs,
proporcionam uma diferengca na atividade da enzima, mesmo sendo a estrutura

semelhante.



Figura 4: Comparacao entre a estrutura da NTPDase de L. pneumophila (cinza) com
a estrutura da NTPDase-2 de R.norvegicus (laranja) (Vivian et al., 2010):E possivel
observar um grau elevado de sobreposi¢ao entre as a-hélices e as folhas B entre as duas
estruturas.

Isso demonstra que temos de obter mais conhecimento sobre estas enzimas
para podermos determinar estas pequenas diferencas que geram especificidade
diferente para nucleotideos. As E-NTPDases sdo enzimas que controlam a
concentracdo de nucleotideos em torno do seu microambiente e juntamente com a
CD73 ou 5'nucleotidase, podem agir na modulagéo de sinal via diversos subtipos de
purino receptores nas células. Em trabalho recente foi verificado que a NTPDase-1
de macrofagos de camundongo age indiretamente sobre o receptor P2X7, controlando
a sua ativagdo provavelmente através da regulacdo da concentragdo de ATP

extracelular (Levesque et al., 2010).

2.21. E-NTPDases de Leishmania

Como dito anteriormente, existem preditos no genoma de L. infantum (cepa
JPCM5) dois genes codificantes de E-NTPDases, anotados como: Guanosine
Diphosphatase (gi|146079010), provavelmente por apresentar na anotagéo

automatica do genoma uma similaridade com a GDPase de leveduras, ja bem



caracterizadas como tal, e um segundo gene anotado como Nucleoside
diphosphatase (gi|146081774). Nenhuma das proteinas resultantes destes genes foi
estudada bioquimicamente, sendo estes nomes hipotéticos quanto as caracteristicas
bioquimicas das enzimas. Neste trabalho nos referiremos entdo a possivel GDPase
como NTPDase-1 (devido a sua maior similaridade de sequéncia primaria com a
NTPDase-1 de T. cruzi ja descrita e bioquimicamente caracterizada como E-
NTPDase, capaz de hidrolisar varios nucleotidios tri e difosfatados) (Santos et al.,
2009). O produto do segundo gene chamaremos de NTPDase-2, sendo que esta
enzima de L. infantum foi recentemente caracterizada bioquimicamente como uma
genuina apirase, capaz de  hidrolisar nucleotideos tri e difosfatados
(ADP=UDP=GTP>GDP) (dissertacdo de mestrado de Raphael de Souza
Vasconcellos, 2010, trabalho em preparacao para publicagdo, Vasconcellos et AL.,
2011).
Devido aos genes das E-NTPDases 1 e 2 de L. infantum apresentarem entado
similaridade com GDPases e NTPDases, a seguir descreveremos alguns importantes
dados da literatura sobre enzimas conhecidas assim descritas e seus papéis

bioldgicos.

2.2.2. GDPases da familia E-NTPDase

As GDPases, pertencentes a familia das E-NTPDases, sao enzimas com uma
maior especificidade por nucleotideos de guanina. Elas compartiiham todas as
caracteristicas comuns desta familia e geralmente tém preferéncia por GDP. Porém
ha poucos trabalhos direcionados para o estudo destas enzimas e por isso, se sabe
muito pouco sobre elas. A maioria dos trabalhos sao direcionados para estudos das
GDPases de levedura (Abeijon et al., 1993; Vowels e Payne, 1998; Gao et al., 1999;
Lopez-Avalos et al., 2001; Herrero et al., 2002; Uccelletti et al., 2007).

Alguns estudos demonstram que estas GDPases da familia das E-NTPDases
estdo presentes no lumen de organelas como reticulo endoplasmatico e complexo de
golgi e possuem um papel importante para glicosilagdo de proteinas (Abeijon et al.,
1993; Berninsone et al., 1994; Vowels e Payne, 1998; Gao et al., 1999; D'alessio et
al., 2003). Aparentemente elas podem agir sobre o mecanismo de transporte de
agucares ligados a nucleotideos nestas organelas, ja que a entrada de agucares

ligados a nucleotideos é dependente da saida de nucleotideos monofosfatados que
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sao produzidos pela agao dessas apos a liberacao dos nucleotideos difosfatados que
estavam ligados aos agucares que foram transferidos para seus alvos, regulando
assim, a entrada de novas moléculas de acgucar-nucleotideo. Em trabalho feito com a
clonagem de um gene de Kluyveromyces lactis que codifica a KIYND1. Esta € uma
enzima que esta com o sitio catalitico voltado para o lumem do complexo de golgi e
possui uma atividade significativa para GDP, UDP , ADP e GTP. Neste estudo foi
demonstrado que esta enzima participa da via de O-glicosilagdo de proteinas e como
proteinas secretadas dependem de glicosilagéo, esta proteina pode atuar em vias de
secrecao, ja que em testes de super-expressao deste gene em K. lactis é possivel
verificar um aumento na producdo de proteina extracelular(Uccelletti et al., 2007).
Estudos em Saccharomyces cerevisiae demonstraram que uma GDPase do complexo
de golgi também pode estar agindo sobre vias de glicosilagdo, s6 que neste
organismo existe uma aparente redundancia na fungdo da GDPase, pois ha outra
enzima envolvida, a YND1. Ambas afetam parcialmente o mecanismo de glicosilagéao
de S. cerevisiae e células com super expressao do YND1 tém o efeito da delecao do
gene da GDPase anulado (Abeijon et al., 1993; Gao et al.,, 1999). Em Candida
albicans uma GDPase codificada por um gene homologo ao da GDA1 de S. cerevisae
também demonstra influéncia sobre a via de glicosilagdo onde células mutantes para
o gene que codifica GDA1 apresentam problemas na via de O-glicosilagdo. Isto
parece ser consequéncia direta do baixo nivel de GMP (falta da atividade da GDPase)
que por sua vez interfere no mecanismo de transporte de acucar-nucleotideo para o
interior do complexo de golgi (Herrero et al., 2002).

Existe uma grande lacuna de conhecimento sobre as GDPases pertencentes a
familia das E-NTPDases. A maioria dos trabalhos sobre estas enzimas sao feitos em
leveduras, mas existem trabalhos como os de (Wang e Guidotti, 1998) que
demonstram a existéncia, em células humanas de uma enzima com grande
similaridade com as GDPases de levedura. No entanto esta enzima de humano
apresenta uma preferéncia por UDP, apesar de hidrolisar com eficiéncia também
GDP, UTP e GTP.
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2.3. E-NTPDases e sinalizagao purinérgica do sistema imune

A maioria dos trabalhos sobre NTPDases, abordam a hidrélise de nucleotidios de
adenina e uracila tri e difosfatados e seus papéis na regulacdo da sinalizagao
purinérgica. Relataremos agora os papéis dos nucleotideos extracelulares e das
NTPDases de mamifero envolvidas com seu metabolismo.

Os nucleotideos extracelulares sdo sinalizadores celulares em diversos eventos,
incluindo a regulacdo do sistema imune de mamiferos, atuando sobre receptores
purinérgicos e pirimidinérgicos (Burnstock, 2007; Yegutkin, 2008). O conceito de um
sistema de sinalizagdo purinérgica utilizando nucleotideos e nucleosideos purinicos
como mensageiros extracelulares, € conhecido ha mais de 30 anos, onde temos o
trabalho de (Burnstock, 1972) que ja demonstrava a influéncia da liberagao de ATP
sobre células do sistema nervoso. Os purino-receptores sao proteinas ancoradas a
membrana celular que reconhecem purinas e pirimidinas, estas ao se ligarem ao
receptor desencadeiam uma série de reagoes, alterando o comportamento celular. Os
purino-receptores sao divididos em receptores do tipo P1 e P2 (figura 5). Os
receptores tipo P1 s&o subdivididos em A1, Aoa, A2g € Az, sendo todos eles ativados
pelo reconhecimento de adenosina (figura 5) Estes receptores possuem sete
dominios transmembrana, e sdo acoplados a proteina G na porg¢ao citosélica, atuando
na ativacao ou inibicdo da adenilato ciclase. Os receptores P2 sdo subdivididos em
dois grandes grupos (figura 5): os receptores tipo canal P2X (P2X,.7), que quando
interagem com ATP, possibilitam o fluxo de cations de forma n&o seletiva através da
membrana; e os receptores tipo serpentina, P2Y (P2Y1, P2Y,, P2Y4, P2Ys € P2Y 11.14).
Uma das vias de acgao destes receptores, quando ativados, € a ativacdo de
fosfolipase C, que leva a producéao de diacilglicerol e inositol trifosfato, culminando na
mobilizagcdo de calcio do reticulo. Cada receptor possui uma sensibilidade distinta
para determinados nucleotideos e o sinal desencadeado por eles ira depender da
célula que foi estimulada e da co-estimulagdo. Os receptores P2X sao ativados por
diferentes concentragdes de ATP, dependendo do subtipo. Ja os receptores P2Y
podem ser ativados por diferentes concentragcdes de ATP, ADP, UTP, UDP, ITP e
nucleotideos ligados a agucares, o que também é dependente do subtipo do receptor,

para revisao (Lazarowski et al., 2003; Robson et al., 2006; Burnstock, 2007).
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Figura 5: Topologia de membrana dos receptores P1 e P2 e uma sequéncia de
alguns agonistas que podem ativa-los (Yegutkin, 2008). Nesta figura é possivel verificar
nucleotideo que podem regular a ativacado dos receptores P2X e P2Y.

Recentemente tem-se demonstrado em alguns trabalhos o efeito da ativagao
destes receptores em células do sistema imune, bem como a sua importancia na
modulagdo da resposta, por intermedio do controle de liberagdo de citocinas. No
trabalho de (Kronlage et al., 2010) foi demonstrado que os receptores P2Y; e P2Yz e
os receptores P1A2a, A2b e A3 sao importantes para o mecanismo de quimiotaxia
dos macréfagos e que quando adicionado apirase de batata (uma E-NTPDase com
alta atividade ATPasica e ADPasica) no experimento ocorre uma queda da
quimiotaxia induzida por gradiente de C5a. O mesmo ocorre quando é feita uma
inibicdo dos receptores citados. A ativacdo ou inibicdo dos receptores P2 em
mondcitos podem causar alteragdo em repostas de outras células, como por exemplo,
o seu efeito na migragéo de neutrofilos (Ben Yebdri et al., 2009; Kukulski et al., 2009).
Os macrofagos estimulados com lipopolissacarideo (LPS) secretam IL-8 que, por sua
vez, estimula a migragado de neutréfilos. No entanto a liberagdo de IL-8 é dependente
de uma auto-estimulagcdo de receptores P2Y, e P2Ys. Por outro lado, ocorre uma
diminuicdo na liberacédo de IL-8 quando é feita uma inibicdo destes receptores, seja
por “knockdown” ou pelo uso de antagonistas ou mesmo pela adi¢do de apirase de
batata durante o estimulo com LPS (Ben Yebdri et al., 2009). Ja em estudo com
neutréfilos humanos, é visto que a liberagdo polarizada de ATP juntamente com

ativacédo de receptores P2Y, e P1A3 esta relacionada com a amplificacdo do sinal do
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controle de orientacdo e migragao da célula. Quando é feita a adigao de apirase nos
ensaios € observada uma alteragdo na quimiotaxia dos neutréfilos. Outro fendmeno
observado é a reducdo da formacao de superdxido (Chen et al.,, 2006). Com estes
dados é possivel verificar que os purino receptores tém um papel crucial no controle
destas células, ja que para migragdo de neutréfilos é preciso que o macrofago libere
quimio-atraentes para desencadear a migragao, mas para o macréfago liberar estas
moléculas ele depende da ativacao de purino receptores e os neutrofilos também
dependem da ativacdo de seus purino receptores para se direcionarem e terem uma
migracao efetiva. Outro dado importante € que a adicdo de apirase nestes ensaios
acarreta alteragdes nas respostas da célula. Todos estes ensaios foram feitos usando
apirase de batata comercial e o intuito do estudo era demonstrar o efeito da
eliminagdo dos nucleotideos e ndo o papel da apirase da célula, no entanto
observando os resultados deste trabalho é possivel supor que a apirase da propria
célula pode atuar nesta regulacao.

Outro receptor muito importante para resposta imune é o P2X5. Varios trabalhos
demonstram que a ativagao deste receptor € necessaria para a ativagao e eliminacao
de infecgdo pelos macréfagos. Estudos demonstram uma possivel correlagdo entre
ativacao de P2X; de mondcitos e macrofagos com liberagao de IL-1B. Nestes estudos
verifica-se que a liberacdo desta interleucina é inibida com a adigdo do inibidor
AG126, no entanto a correlacao direta deste inibidor com o receptor P2X7 ainda nao é
certa (Wewers e Sarkar, 2009). Este receptor parece agir também na via de controle
de apoptose de mondcitos e macrofagos infectados com Mycobacterterium
tuberculosis (Placido et al., 2006). Neste estudo é verificado que a apoptose induzida
pela infecgao por M. turberculosis € inibida quando o receptor P2X; € bloqueado. No
trabalho de (Chaves et al., 2009) é verificado um aumento de expressao do receptor
P2X7; em macrofagos infectados com Leishmania amazonenses quando comparado
com células nao infectadas e que a ativacdo deste receptor € importante para
eliminagcdo do parasito, ja que células infectadas tratadas com ATP apresentaram
uma reducado na infeccdo e o mesmo nao ocorre quando € usado um antagonista de
P2X;. Recentemente foi demonstrado que o receptor P2X; em macréfagos de
camundongo C57BL/6 é regulado pela NTPDase-1 existente na propria célula. Em
experimentos de indugcdo de apoptose por ATP, verifica-se que células normais
apresentam um indice de mortalidade muito menor do que células com o gene da

NTPDase-1 “knockout”. Este dado sugere que a NTPDase-1 age como um regulador
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da ativacado do P2X7, que por sua vez controla a indugao de apoptose destas células
(Levesque et al., 2010). Foi possivel verificar também que a secrecao de IL-13 e IL18
induzida pela ativagao de P2X5, € controlada pela NTPDase-1 (Levesque et al., 2010).
Observando a importancia da NTPDase-1 na regulacdo deste receptor, podemos
imaginar que outras NTPDases expressas por estas células podem ter um papel
importante no controle deste e dos outros purino receptores. Provavelmente esta
regulacdo é dependente do momento e do tipo de infeccdo que a célula esta
combatendo, ja que cada situagédo leva a uma determinada resposta. Além disso, a
expressao de E-NTPDases dos parasitos pode influenciar estas respostas, simulando

o efeito regulador das enzimas da propria célula.

24. Correlagao entre E-NTPDases e viruléncia de parasitos

Diversos trabalhos demostram a participacao das E-NTPDases no mecanismo de
viruléncia de varios parasitos tais como, Trypanosoma cruzi, Leishmania e outros
(Berredo-Pinho et al., 2001; Bisaggio et al., 2003; Fernandes et al., 2003; Pinheiro et
al., 2006; De Almeida Marques-Da-Silva et al., 2008; Santos et al., 2009).
Recentemente, foi demonstrado para T. cruzi que diferentes cepas com diferentes
capacidades infecciosas apresentam um perfil de hidrélise para ATP e ADP distintos e
uma mesma cepa mantida “in vitro” por varios ciclos apresenta reducdo na razdo de
hidrolise ATP/ADP, sendo esta mudanca na atividade ecto-nucleotidasica
acompanhada por uma perda na capacidade infecciosa deste parasito. Uma perda
significativa na capacidade infecciosa também foi notada em ensaios com inibidores
especificos para NTPDase (Santos et al.,, 2009). Neste mesmo trabalho foram
mostrados resultados que indicam a existéncia de dois mecanismos distintos de acao
das NTPDases do parasito na infeccdo: um mecanismo dependente da atividade
ecto-nucleotidasica. Em testes usando inibidores especificos para apirase (suramina,
cloreto de gadolinio e ARL 67156) foi verificado uma redugdo na infecgdo presenca
destes inibidores, e um mecanismo independente de atividade enzimatica. Em um
outro teste de infecgdo usando um antisoro policlonal especifico, que nao inibe
atividade da enzima, foi verificado também uma redugdo no numero de parasito por
células infectada.

Em trabalho com L. amazonenis (Berredo-Pinho et al., 2001) demonstrou-se a

existéncia de uma ecto-ATPase dependente de magnésio e sensivel a suramina
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(inibidor para NTPDases) na superficies de células intactas do parasito, sugerindo
um possivel papel desta enzima na via de captacdo de adenosina e também na
viruléncia do parasito. Em outro trabalho com diferentes espécies de Leishmania (De
Almeida Marques-Da-Silva et al., 2008) demonstrou-se que as espécies L.
amazonensis, L. braziliensis e L. major apresentavam um perfil de hidrdlise distinto
para ATP, ADP e AMP, sendo este dado de hidrolise diferenciado entre as espécies
comprado com as lesbes geradas na pata de camundongos (C57BL/6) .Para L.
amazonensis, a atividade foi maior, sendo a lesdo ndo curada no modelo animal
usado. Além disso, foi possivel comprovar por “western bloting” a existéncia de
NTPDase-2 (a isorforma menor da enzima) na membrana do parasito. Para isso foi
usado um anti-soro anti-NTPDase-1 de T. cruzi. Em publicagdo recente demonstrou-
se a presenca de uma ATP difosfohidrolase, nome sinbnimo de E-NTPDase, capaz de
hidrolisar ATP e ADP, na superficie de promastigotas de L. braziliensis. Apesar de
usarem um anticorpo policlonal contra apirase de batata, os autores conseguiram um
bom reconhecimento da enzima de L. braziliensis, tendo a banda proteica
reconhecida massa molecular compativel com a NTPDase2 predita no genoma deste
parasito (Rezende-Soares et al., 2010).

Desta forma, considerando a importancia dos nucleotideos extracelulares como
sinalizadores, e das E-NTPDases como fatores de infectividade e viruléncia de
patogenos, estas enzimas se mostram atualmente como alvos promissores para
estudos, sendo que é de extrema importancia obtermos um melhor conhecimento
sobre estas enzimas para que possamos interferir no papel das mesmas no processo
de infeccao relacionado as doengas e quem sabe assim abrir novas perspectivas de
uso destas como alvo quimioterapico, imunoterapico ou no diagndstico.

Neste trabalho foram feitas algumas analises de bioinformatica das sequéncias de
aminoacidos das duas isoformas de NTPDases presentes em L. braziliensis, L.
infantum, L. major e também de T. brucei e T. cruzi. As analises consistiram em fazer
um alinhamento das sequéncias, com posterior agrupamento usando trés métodos
diferentes de geracdo de arvores e analises para determinacdo de peptideo sinal
amino-terminal. Foi analisada a possivel localizacdo subcelular de cada uma das
proteinas e a existéncia de sitios de N e O-glicosilagcdo e possiveis pontes de
dissulfeto. Além disto foi feita a clonagem em vetor de expressdo pET 21-b
(NOVAGEN) da porgao soluvel da NTPDase-1de L. infantum chagasi com o objetivo

de fazer a caracterizagao bioquimica desta enzima. A enzima expressa foi purificada,
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parcialmente caracterizada bioquimicamente e usada na producdo de anti-soro
policlonal anti-NTPDase-1. Por fim foram feitos testes de influéncia da NTPDase-1 no
crescimento e metaciclogénese de L. braziliensis em cultivo axénico de

promastigotas.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Avaliar o possivel papel da NTPDase-1 de L. infantum chagasi no organismo de
origem e utilizar as informagdes obtidas sobre a acdo da enzima em cultura de
Leishmania para verificar a importancia desta enzima na biologia do protozoario, o
que no futuro podera ser um conhecimento importante para o desenvolvimento de

drogas para o tratamento da doenga causada por estes parasitos.

3.2. Objetivos especificos

1. Realizar analises “in silico” (avaliar possivel localizagdo subcelular,
possiveis glicosilacbes e pontes de dissulfeto, fazer um agrupamento baseado nas
conservagdes existente entre as diferentes NTPDases) das E-NTPDases de L.

braziliensis,L. infantum chagasi, L. major, T. brucei e T. cruzi.

2. Clonar em vetor de expressdo pET21-b a regido que codifica a porgao

soluvel da NTPDase-1 de L. infantum chagasi.
3. Padronizar a expressao e purificagao da enzima na forma ativa.

4. Caracterizar bioquimicamente a enzima, verificando a preferéncia de

substrato e determinando a faixa de pH em que a mesma apresenta maior atividade.
5. Produzir anti-soro policlonal anti-NTPDase-1 recombinante.

6. Avaliar o efeito da adi¢cdo da L. i NTPDase-1 recombinante em cultura

axénica de promastigotas de L. braziliensis.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Analises por bioinformatica das E-NTPDases de Tripanosomatideos

Inicialmente  foram  selecionadas no banco de dados UniProtKB

(http://www.uniprot.org/) as sequéncias de aminoacidos das diferentes isoformas de

E-NTPDases de L. braziliensis, L. infantum, L. major, T. brucei e T. cruzi, sendo duas
isoformas para cada organismo, com excegao de T. cruzi onde s6 existe uma proteina
descrita até o momento . O primeiro passo do trabalho foi fazer um alinhamento com
estas sequéncias usando o programa ClustalX2 (Thompson et al., 1997; Larkin et al.,
2007). Para isso, todas as sequéncias foram agrupadas em um unico arquivo fasta e
para rodar o programa, foi usada a configuracdo padrdo do mesmo. O arquivo fasta
de saida gerado foi analisado manualmente para verificar se todas as ACRs estavam
alinhadas. Com este alinhamento em maos foram feitas trés analises de
agrupamentos diferentes. O primeiro agrupamento foi feito usando o método
“‘Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean” (UPGMA), no segundo foi
usado o método “Neighbor joining”, sendo ambos feitos no programa Mega 4.1
(Kumar et al., 1994; Tamura et al., 2007). Para os dois primeiros os programas foram
usados na sua configuragdo padrdo e 10.000 geragdes. O terceiro agrupamento foi
feito com o método de inferéncia Bayesiana (Markov chain Monte Carlo MCMC)
usando o programa MrBayes v3.1 (Huelsenbeck e Ronquist, 2001). As arvores
filogenéticas foram calculadas utilizando 20.000.000 de geragdes. O uso dos 3
métodos foi feito com intuito de verificar se os grupos eram consistentes e assim
validar os resultados, pois os dois primeiros possuem algoritmos que analisam
similaridade de sequéncia e o terceiro analisa distancia com base em evolugao.

Cada sequéncia foi analisada individualmente em outros programas. O primeiro
foi o signal P 3.0 (Bendtsen et al., 2004), para verificar presenga de peptideo sinal ou
uma possivel regiao transmembrana amino terminal

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). A analise subsequente foi feita com o

programa TargetP 1.1 (Emanuelsson et al., 2000), analisando possivel localizagao

subcelular para proteinas de eucariotos (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/). A

préxima etapa das andlises foram a avaliacdo de sitios de O-glicosilagdo e N-
glicosilacdo e de possiveis pontes dissulfeto em cada sequéncia do agrupamento.

Para determinar sitios de O-glicosilagcéo foi usado o programa DictyOGlyc 1.1 (Gupta
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et al., 1999). Este programa foi feito baseando em resultados de estudos de
protedmica de Dictyostelium discoideum ( um protozoario), sendo este um organismo
modelo para glicosilagéao de proteinas de eucarioto
(http://www.cbs.dtu.dk/services/DictyOGlyc/).Os possiveis sitios de N-glicosilagao
NetNglyc 1.0

Para predicdo de pontes foi usado o

foram determinados pelo
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/).

programa Scratch Protein Predictor. Dentro deste programa usou-se o Dlpro (Cheng

programa

et al., 2006), (http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/index.htmL).

A seguir apresenta-se a tabela 1 que contém os dados sobre as sequéncias das

proteinas analisadas.

Tabela 1:E-NTPDases analisadas

Enzima Organismo Cepa Cddigo de
acesso

Guanosina difosfatase L. braziliensis  M2904 A4H5Z8 LEIBR
(L. b NTPDase-1)

Nucleosideo difosfatase L. braziliensis  M2904 A4H7X3_LEIBR
(L. b NTPDase-2)

Guanosina difosfatase L. infantum JPCM5 A4HUC4_LEIIN
(L. i NTPDase-1)

Nucleosideo difosfatase . infantum JPCM5 A4HWAO_LEIIN
(L. i NTPDase-2)

Guanosina difosfatase . major Friedlin Q4QHK3_LEIMA
(L. m NTPDase-1)

Nucleosideo difosfatase . major Friedlin Q4QFI1_LEIMA
(L. m NTPDase-2)

Nucleosideo fosfatase . cruzi CL Brener Q4D4Q0_TRYC
(T. c NTPDase-1) R

Nucleosideo fosfatase . brucei GUTat10.1 Q6IEKO_9TRYP
(T. br NTPDase-1)

Nucleosideo difosfatase . brucei GUTat10.1 Q57V17_9TRYP

(T. br NTPDase-2)

4.2, Organismos usados nos experimentos

Para elaboracao deste trabalho foram utilizadas duas cepas de Escherichia coli,
E. coli DH5a que foi usado nos ensaios de clonagem e a BL21 codon plus-RIL
(STRATAGENE) que foi usado nos ensaios de expressao heteréloga. Para o ensaio

de cultivo de Leishmania “in vitro” foi usada a L. braziliensis cepa M2904.
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4.3. Meios de culturas usados

Para os ensaios com E. coli foram utilizados dois meios diferentes. O meio Luria-
Bertani (LB) (1% de bacto-triptona, 0,5% de extrato de levedura, 1% de NaCl, pH 7,0),
liquido ou solido (adicdo de 1,5% de agar) com ou sem 50 pg/mL de ampicilina. Este
meio foi usado nos experimentos de clonagem e na expansido de BL21, antes da
inducdo da expressao. Para a expressao o meio utilizado foi meio SOC (2 % de
bacto-triptona, 0,5% de extrato de levedura 0,05% de NaCl, 10 mM de MgCl,, 2,5 mM
de KCIl e 20 mM de glicose, pH 7) que € uma modificagcdo do meio SOB (Sambrook e
Russell, 2001). A cultura de L. braziliensis foi mantida em meio de Grace’s (Sigma) pH
6,5, suplementado com 10% soro fetal bovino (LGC), 2mM de L-glutamina e
100ug/mL de penicilina (Grace, 1962; De Almeida Marques-Da-Silva et al., 2008).

44, Obtencgao de células competentes e transformagao

Para obtencdo das células competentes inicialmente foi feito um pré-indculo das
cepas de E. coliem 4 mL de LB. As células foram incubadas sob agitacdo de 180 rpm
a 37°C por aproximadamente 20 horas. Em seguida foi feita, expansédo das culturas
para 100 mL de meio LB. Neste ponto foi feita uma diluicdo de 50 vezes. Entdo as
células foram crescidas até atingir DOggo = 0,5de 0,5 (a leitura foi feita em cubeta com
caminho 6tico de 1 cm). Quando as células alcangaram a expansao desejada, foram
centrifugadas a 12500 x g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi suspendido em 40 mL de solugao de CaCl; 0,1 M (solugao esterilizado
e gelada). Este material ficou no gelo por pelo menos 1 hora e depois foi centrifugado
novamente e o precipitado foi suspendido com 1mL de solu¢cdo de CaCl, 0,1 M, sendo
o volume completado com 176 pL de glicerol (para ficar em concentragao de 15%).
As células foram estocadas em freezer a -80°C em aliquotas de 100 uL, protocolo
adaptado de (Sambrook e Russell, 2001). Para transformacao das células foi usado o
método de choque térmico descrito em (Sambrook e Russell, 2001) com alteragao
apenas nos volumes de material genético usado. Para produtos de ligagdo usados
durante a clonagem foram adicionados 20 yL da reacao de ligagao (vetor mais gene
alvo), enquanto que para a transformagéo e indugdo da expressao foi usado apenas

1uL da extragdo de DNA plasmidial que corresponde aproximadamente a 50 ng.
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4.5. Clonagem da NTPDase-1 de L. infantum chagasi

O gene de 2034 pares de base que codifica a NTPDase-1 de L. infantum chagasi
foi isolado da cepa M2682 e clonado em vetor pGEM-T Easy pelo aluno Murilo Sena
Amaral, sendo esta construgdo usada para fazer a subclonagem da regido que
codifica a proteina soluvel.

A sequéncia de aminoacidos da NTPDase-1 de L .infantum (XM_001463628) foi
inicialmente avaliada nos programas SignalP-NN,para predicdo de peptideo sinal

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) e TMAP, para predicao de transmembrana

(http://seqgtool.sdsc.edu/). Posteriormente foi feito um mapeamento de restricdo deste

gene e do vetor pET21 b (NOVAGEM) para encontrar sitios para enzimas de restrigao
compativeis que permitiiam a inser¢dao dos genes neste vetor (figura 6), sendo
escolhidas as enzimas Xho | e Nde | . A escolha deste vetor foi devido ao fato do
mesmo fusionar uma cauda de 6 residuos de histidina na porgao C-Terminal da
proteina, o que possibilita purificagdo por cromatografia de afinidade em resina de
niquel ou cobre. Foram desenhados oligonucleotideos iniciadores (figura 7) para
amplificar a por¢ao que codifica somente a porgcao predita como soluvel da enzima
(dominio extracelular). Foram adicionados nos oligonucleotideos sitios de restrigao
para a enzima Nde | (iniciador direto) e Xho | (iniciador reverso). O gene entéo foi
amplificado por PCR usando Taq de alta fidelidade (Pfu DNA polimerase -
Fermentas). As condigcbes de amplificagcdo consistram de um passo inicial de
desnaturacdo a 94 °C por 5 minutos, 34 ciclos de 94°C por 1 minuto; 60°C por 1
minuto e 72°C por 1 minuto e 30 segundos, e o passo final de 74°C por 5 minutos,
posteriormente baixando a temperatura para 4°C indefinidamente. O produto (1953
pares de base) gerado foi purificado, usando o kit PureLinkTM Quick Gel Extraction
(Invitrogen), de acordo com as especificagées do fabricante. O material purificado foi
clonado em vetor de amplificagdo pGEM-T Easy (figura 8), as enzimas e os
procedimentos usados nesta etapa seguiram as recomendagdes do fabricante
PROMEGA.
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Figura 6: Mapa do vetor de expressao pET21 b (NOVAGEM).

sNTPDase-1_Lc_pET21b-FW — 5’ ATACATATGAACCCGCTTCAGTCG 3°
sNTPDase-1_Lc_pET21b-RV 5 ATCTCGAGGGTAAGAGAGAGGAG 3°

Figura 7: Oligonucleotideos iniciadores usados para amplificagdo do gene da
NTDase-1 de L. infantum chagasi: A regido marcada de amarelo corresponde aos sitios de
clivagens adicionados para posterior ensaio de restrigdo

Em seguida a construgdo pGEM/NTPDase-1 foi usada para transformar
bactérias E. coli DH5a competentes, obtidas pelo método de cloreto de calcio
(Sambrook e Russell, 2001). A selecao dos transformantes foi feita em meio LB sdlido
com ampicilina , X-Gal e IPTG, crescidas a 37°C por cerca de 20 horas (Sambrook e
Russell, 2001). As colbnias que tiveram marcagao branca, foram crescidas em meio
LB liquido por aproximadamente 20 horas a 37°C em rotagdo de 180 RPM. Em
seguida foi feita a extracdo de DNA plasmidial com o kit do kit Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification Systems (Promega). Foi feito entdo o ensaio de restrigdo
com 1uL das enzimas Nde | e Xhol (Fermentas) e com 1 do DNA plasmidial contendo
aproximadamente 50 ng de DNA, seguindo recomendagdes do fabricante das
enzimas. O ensaio de restricdo do gene foi feito por 2 horas a 37°C, e o tampao
usado foi o indicado pelo manual das enzimas. Neste mesmo passo foi feito
isoladamente o ensaio de restricdo com o vetor pET21 b usando as mesmas enzimas

(Figura 8). O fragmento liberado e o vetor pET21 b aberto foram purificados
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separadamente usando o mesmo kit anterior PureLinkTM Quick Gel Extraction

(Invitrogen), sendo a amostra final suspendida em 50 pL de agua ultra pura

esterilizada . A reacéo de ligacdo foi feita a uma temperatura de 4°C por 20 horas,

em um volume de 20 pL com 1uL de plasmideo digerido e purificado

(

aproximadamente 50 ng de DNA), 5 pL do gene da L. i NTPDase-1 purificado (

aproximadamente 100 ng de DNA), 1 yL T4ADNA ligase (fermentas), o restante foi

feito conforme manual do fabricante da ligase.
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Figura 8: Mapa do vetor de clonagem pGEM-T Easy (Promega).

A construcao gerada nesta etapa foi entdo usada para transformar E. coliDH5q,
seguindo o mesmo procedimento usado na clonagem anterior. As colénias que
cresceram em meio LB solido com 50 pg de ampicilina foram isoladas e
armazenadas em freezer -80 °C com 15% de glicerol e 85% de meio. Em seguida
cada col6nia foi crescida em meio LB com 50 ug de ampicilina e posteriormente
feita a extracdo de DNA plasmidial (seguindo o mesmo protocolo descrito
anteriormente).As extracdes de DNA plasmidial foram usadas para fazer ensaios
de restricdo com as enzimas Nde | e Xho | (Fermentas). As amostras que no
ensaio de restricao liberaram um fragmento no tamanho esperado (1953 pb) foram
entdo enviadas para sequenciamento. O sequenciamento completo do inserto foi
feito pela empresa MACROGEN (www.macrogen.com). Os primers utilizados foram
0s que estao descritos no manual do vetor. Com a sequéncia consenso foi feito um

blast-N (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para confirmar se a clonagem estava

24



correta. Todas as analises dos resultados de extracdo de DNA plasmidial, PCR, e
ensaio de restricido foram feitas por eletroforese usando como matriz gel de
agarose 1,2 % em tampé&o TBE (Sambrook e Russell, 2001). Apds a corrida o gel

foi corado com brometo de etidio e as bandas de DNA visualizadas sob luz U.V.

4.6. Confirmacgao e testes de expressao da NTPDase-1 recombinante

A construcdo pET21b/NTPDase-1 de L. infantum chagasi foi utilizada para
transformar bactérias E. coli BL21 codon plus-RIL (STRATAGENE). As células
transformadas foram colocadas para crescer em meio SOC com 50 pg/mL de
ampicilina em incubadora por 20 horas a 37°C em uma de 180 RPM. Posteriormente
as células foram transferidas para um novo meio com 50 ug/mL de ampicilina fazendo
uma diluicdo de 20 vezes e deixadas crescendo mais duas horas. Apos este tempo o
material foi transferido para um maior volume (10-20 mL) de meio SOC sem
antibiético. A incubacéao foi feita da mesma forma. As culturas foram incubadas até
que atingissem um DOg00=0,6, sendo entao adicionado 0,5 mM de IPTG (Fermentas).
As células foram incubadas por mais 2 horas. Para os experimentos padrao de
expressao em testes iniciais foram feitas indugcbes em diferentes tempos para
determinar o melhor tempo de inducdo. Foram utilizadas as técnicas de SDS-PAGE
10% e “western-blotting” para avaliagdo da expresséao proteica, segundo descrito em
(Sambrook e Russell, 2001).

Para o “western-blotting” foi utilizado como marcador de indugdo o anticorpo
monoclonal anti-Histidina (Sigma), e para marcar o anticorpo primario foi usado o anti-
IgG de camundongo conjugado com peroxidase (Sigma). Apds as etapas de lavagens
e incubacado descritas em (Sambrook e Russell, 2001), foi feita a marcacdo da
membrana usando como substrato um solugao tampao de 50 mM de Tris pH 7,2, com
10 mg de 3,3- Diaminobenzidina tetrahidroclorida (DAB) fornecido pela Sigma e
adicionando 10 pL de peréxido de hidrogénio 30%. No “western-blotting”, feito para
determinar melhor tempo de expressao, cada amostra de célula induzida ou nao, foi
lisada e centrifugada a 12500 x g a 4°C por 30 minutos para separar os corpos de
inclusdo (C.l), sendo usados apenas os corpos de inclusdo para determinar o tempo

de inducgao.
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4.7. Quantificagao de proteina

O método usado para determinacdo da concentragao de proteina foi o método de
Bradford (Bradford, 1976), seguindo o manual do fabricante BioRad. Os ensaios
foram feitos em microplacas em um volume final de 200 pL, onde 160 pyL de amostra
mais agua ultra pura (sendo preparado 40-100 pL de amostra e completando o
volume com agua para assim obter um volume final de 160 uL) e 40 yL de reagente
de Bradford concentrado. A leitura foi feita em leitora de microplaca Synergy HT
(BioTek) no comprimento de onda de 595 nm. Para a conversédo de absorbancia em
concentragéo de proteina foi feita uma curva padrao com soro albumina bovina (BSA)

(Sigma).

4.8. Purificagao da NTPDase-1 recombinante

Com os testes de expressao feitos, o préoximo passo foi fazer ensaios de
expressao em maior volume para obter amostras para purificagdo. A expressao neste
momento foi feita da mesma forma descrita anteriormente porém em um volume de
500 mL. Apés 2 horas de inducdo, a cultura foi fracionado em aliquotas de 50 mL em
tubos cbnicos e centrifugado a 12500 x g , em temperatura de 4°C por 10 minutos. O
precitado obtido de cada aliquota foi congelado em freezer -80°C, e estas amostras
foram usadas nos ensaios de purificagao.

Na etapa de purificagdo o precipitado congelado foi suspendido em 4 mL do
tampao de lise contendo inibidores de proteases (50 mM Tris pH 8, 100 mM NacCl, 1
mg/mL de lisozima, 1ug/mL aprotinina, 1ug/mL pepstatina e 1ug/mL de leupeptina).
Para que a lisozima pudesse agir, a suspensao foi mantida em gelo por 30 minutos.
Posteriormente, a amostra foi sonicada em 6 ciclos de 10 segundos com intervalo de
10 segundos, usando 10 watts de poténcia, sempre no gelo . Posteriormente, foi feito
um processo de clareamento dos corpos de inclusdo, onde o lisado foi centrifugado a
12500 x g a 4°C por 30 min. O precipitado desta centrifugagao foi lavado duas vezes
(alternando entre a suspensdo e a centrifugagdo descrita acima) com 20 mL de
tampao contendo 2 M de uréia ( 50 mM tris pH 7,2, 500 mM NaCl, 10 mM B-
mercaptoetanol e 2 M de uréia). Apds a lavagem o precipitado foi entdo solubilizado
com 3 mL de tampao contendo 8 M de uréia (50 mM tris pH 7,2, 500 mM NaCl, 10
mM DTT e 8 M de uréia) seguindo o protocolo descrito por (Palmer e Wingfield, 2004),

alterando apenas o uso do Triton — X 100 que foi abolido no presente protocolo.
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Posteriormente, foi feita uma diluicdo da uréia com o mesmo tampao A usado no
FPLC (descrito abaixo). Assim, nos corpos de inclusdo solubilizados foi gotejado
lentamente o tamp&o A até chegar em um volume de 12 mL. Esta amostra é
centrifugada mais uma vez a 12500 x g a 4°C por 30 min e aplicada em FPLC AKTA
PURIFIER UPC10 (GE Healthcare) usando looping de 10 mL e coluna de afinidade
HisTrap FF crude 1 mL. Para o uso do sistema Akta foram preparados dois tampdes
com concentragdes diferentes de imidazol: O tamp&o “A” (60 mM de tris, 100 mM de
NaCl e 5 mM de imidazol) e o tampao “B” (50 mM de tris, 100 mM de NaCl e 250 mM
de imidazol), sendo o primeiro tampao para promover interacdo da resina com as
proteinas e 0 segundo para eluir as proteinas que interagiram com a resina da coluna.
Em um primeiro teste foi feito um ensaio de purificacdo em eluicdo por gradiente
crescente de imidazol, variando de 5-250 mM. Apds determinagdo do ponto minimo
da concentragcdo de imidazol para eluir a proteina recombinante o experimento
passou a ser feito em apenas 3 etapas. A primeira consistiu em passar na coluna a
amostra de proteina na presenca de 5 mM de imidazol (concentragdao do tampao A).
Posteriormente, a coluna foi lavada com 7 mL de tampao A contendo 10% de tampao
B e posteriormente eluida com 100% do tampao B, coletando fracbes de 1,2 mL,
sendo que as fragdes 2 e 3 apenas foram aproveitadas para os ensaios seguintes.
Logo em seguida, as amostras 2 e 3 foram somadas e dessalinizadas em coluna
Hitrap Desalting 5 mL. Neste ponto foi feita a substituicdo do tampao B por tampéao de
atividade enzimatica (50 mM HEPESpH 7,2, 50 mM tris pH 7,2, 116 mM NaCl, 5 mM
KCl e 5 mM MgCl,), conforme descrito no trabalho de (Berredo-Pinho et al., 2001).
Estas amostras entdo foram quantificadas e colocadas a 4°C por 24 horas para
posterior ensaio enzimatico.

Para avaliar o rendimento e a qualidade das purificagdes algumas amostras foram
analisadas em Bioanalyzer (Agilent). Para isso, utilizado o kit proteina 230

(http://www.genomics.agilent.com/CollectionSubpage.aspx?PageType=Product&SubP

ageType=ProductData&PagelD=1644#proteinKits), foram aplicadas as amostras

obtidasantes de serem purificadas em FPLC e apds a eluicdo. Para obter um bom
resultado todos os procedimento seguiram as especificagdes do manual do fabricante

para corrida desnaturante.
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4.9. Obtengao de soro com anticorpos policlonais anti-NTPDase-1
recombinante

Inicialmente nosso grupo adquiriu uma coelha de aproximadamente 3 meses de
idade. Este animal foi mantido no coelhario do departamento de veterinaria da UFV.
Antes da primeira imunizagao foi feito uma coleta de sangue da coelha para obtermos
0 soro pré-imune, esta coleta foi feita pela veia marginal da orelha do animal. Para
separar as células do soro, o sangue coletado foi submetido a centrifugagao a 1500 x
g por 10 minutos, em temperatura ambiente, sendo que antes da centrifugagdo o
sangue ficou de 15-30 minutos em temperatura ambiente As inje¢cdes foram
preparadas na proporgao 1:1 de adjuvante e amostra, sendo a aplicagado subcutanea
feita no dorso e regidao abdominal do animal. A primeira injegdo aplicada na coelha
continha adjuvante de Freud completo e 75 pg de proteina recombinante. Apds 21
dias foi feito a segunda imunizagdo com adjuvante de Freud incompleto mais 150 pg
de proteina recombinante. A coleta do sangue para obter o soro imune foi feita 15
dias apdOs a segunda imunizagao.

O titulo do anti-soro anti-NTPDase-1 foi determinado por Dot-elisa: Foram
cortados discos de membrana de nitrocelulose, que foram colocados dentro de uma
microplaca com 96 pogos, 1 por pogo. Cada disco foi sensibilizado com 0,5 ug de
rNTPDase-1 purificada. Para os procedimentos posteriores foram seguidos os
mesmos usados na técnica de “western-bloting” com diferenca que foi feita uma
variacdo na diluigdo do soro imune de 1:50 a 1:102400. Como anticorpo secundario
foi usado anti-lgG de coelho (Sigma) conjugado com peroxidase na proporgao 1:6000.

A revelacgao foi feita com o mesmo substrato do “western blot” descrito anteriormente.

4.10. Dosagem de atividade nucleotidasica

Os ensaios foram feitos em microplaca de 96 pog¢os em volume de reacéo de 80
ML. Para isso foi usado o equipamento de leitura synergy HT (Biotek) que possui uma
incubadora de temperatura que permite trabalhar em temperaturas. A placa foi
preparada com o tampéo de atividade (60 mM HEPES pH 7,2, 50 mM tris pH 7,2, 116
mM NaCl, 5§ mM KCI e 5 mM MgCl,) mais substrato (ATP, ADP, GTP, GDP, UTP e
UDP) na concentragéao final de 1,5 mM. A placa foi colocada na incubadora e deixada
por 5 minutos para equilibrar a temperatura( 37°C), a reacdo sempre era disparada

com adi¢cdo da enzima na concentragdo de 0,1-0,5 ug (concentragao colocada dentro
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da placa) e parada com adi¢do de 80 uL de HCI 0,2 M apds 20 minutos de reagéo.
Para o ensaio de determinacdo de pH de maxima atividade foi usado tampéo
contendo 50 mM HEPES, 50 mM tris , MES 50 mM, 116 mM NaCl, 5 mM KCl e 5 mM
MgCl,, diferente do descrito acima e o pH foi acertado de 5,5 a 9, variando de 0,5 de
um ponto para o outro. A medida da atividade enzimatica foi feita através da dosagem
de fosfato inorganico liberado na hidrolise e para isso foi usado o protocolo descrito
por (Ekman e Jager, 1993), adaptando para os volumes usados na microplaca e
fazendo a leitura em 650 nm. Para a conversédo de absorbancia em nmol de fosfato,
foi feito uma curva padrdo de fosfato a partir de uma solugcdo estoque de NazPOg4
12H,0 1,5 mg/mL.

4.11. Tratamento da cultura de L. braziliensis

Células de L. braziliensis gentiimente cedidas pelo Dr. Luis Carlos Croco Afonso
da Universidade Federal de Ouro Preto foram cultivadas em placas de cultivo de 6
pogos contendo 7 mL de meio Grace (Sigma).A cultura foi expandida a partir de um
nuimero fixo de células (1 x 10°) por poco e a placa foi mantida em estufa BOD a 25°C
por 48 horas. Apds este tempo, cada poco recebeu um tratamento especifico, sendo
um pogo reservado como controle. Ao primeiro pog¢o foi adicionado tampao de
atividade, sendo usado mesmo volume que teria de ser usado quando fosse adicionar
a enzima. No segundo pog¢o adicionou-se 0,43 ug/mL de enzima recombinante, no
terceiro pogo usou-se 0,43 pg/mL de enzima mais 0,0438 mM de GTP, no quarto
poco foram adicionados 2,14 ug/mL de enzima mais 0,0438 mM de GTP, no quinto
poco adicionou-se 0,0438 mM de GTP. Apds a adigao dos componentes citados, as
placas foram colocadas na estufa BOD mais uma vez por mais 48 horas. Apds este
tempo foi feita a contagem total de células de cada pogo. Todas as contagens foram
feitas usando camara de Neubauer, com os parasitos imobilizados por suspensao em
solucao de formalina (10% formol, PBS).

Apds a contagem do numero total de células de cada poco, foi feito um
fracionadas por gradiente de ficoll para enriquecimento em formas metaciclicas
seguindo o protocolo descrito por (De Almeida Marques-Da-Silva et al., 2008). Apos a
separagao por gradiente de ficoll as células foram contadas novamente e foi

determinado o rendimento das formas metaciclicas, determinando o numero total de

29



células obtidas apds o gradiente em relagao ao numero de células contadas antes do

gradiente.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Analises por bioinformatica

As E-NTPDase possuem diferentes fungdes em diferentes tecidos e organismos.
Algumas das fungdes possiveis e comprovadas foram apresentadas na revisao deste
trabalho. Até o momento a importancia destas enzimas em parasitos, esta relacionada
com a possivel participagdo em mecanismos de viruléncia e via modulagdo da
sinalizagao purinérgica dos hospedeiros e por consequéncia modulagdo da resposta
imune (Berredo-Pinho et al., 2001; Coutinho-Silva et al., 2007; De Almeida Marques-
Da-Silva et al., 2008; Sansom, Robson et al., 2008; Chaves et al., 2009; Santos et al.,
2009). Outra grande importancia destas enzimas € a possibilidade delas auxiliarem
em vias de captacao de purinas em tripanosomatideos, ja que estes organismos nao
possuem vias de sintese de purinas e por consequéncia precisam captar purinas do
meio extracelular (Nakaar et al., 1998; Berredo-Pinho et al., 2001). Também existe a
possibilidade destas enzimas estarem participando diretamente de mecanismo de
adesao celular entre parasito-célula hospedeira, como foi sugerido no trabalho de
(Santos et al., 2009), onde um soro policlonal anti-NTPDase-1 de T. cruzi diminuiu a
infecgcdo em vitro, mas nao inibiu a atividade enzimatica. O fato € que a maioria das
enzimas estudadas até o momento hidrolisam nucleotideos tri e difosfatados,
apresentando uma preferéncia ou uma eficiéncia maior de hidrolise por substratos
diferentes para cada enzima. A participacdo exata destas enzimas no mecanismo de
infecgao de parasitos ainda nao foi demonstrada, mas existe trabalho que demonstra
uma expressdo aumentada no receptor P2X; em macréfagos infectados por L.
amazonensis e que a ativagcdo deste receptor é importante na eliminacido do
parasito(Chaves et al., 2009).

Com o intuito de ampliar os conhecimentos sobre estas enzimas e seu papel nas
infeccbes causadas pelas diferentes espécies de Leishmania e por T. cruzi, nosso
grupo de pesquisa vem estudando incessantemente as diferentes isoformas nestas
diferentes espécies. Neste trabalho os estudos se concentram na NTPDase-1 de L.
infantum chagasi, mas para obter uma maior compreensao do todo e possibilitar uma

correlagao entre as diferentes isoformas das espécies de tripanosomatideos (Tabela
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1), algumas andlises de Bioinformatica que visam demonstrar similaridades
diferengas entre estas enzimas foram feitas.

As sequéncias de aminoacidos das enzimas presentes na tabela 1 foram
alinhadas usando o programa clustalX (Anexo 1) para um posterior agrupamento.
O agrupamento foi feito através de 3 métodos diferentes, inferéncia Bayesiana-
Markov chain Monte Carlo (MCMC), Neighbor joining e UPGMA (figura 9). Os dois
ultimos métodos geraram arvores idénticas (figura 9 B) e por isso ilustrou-se
apenas uma das arvores. Estes métodos avaliam similaridade de sequéncia e por
isso deduz-se que as proteinas que estdo mais proximas na arvore possuem uma
maior identidade de sequéncia do que as proteinas mais distantes. Entdo, as
NTPDases-1 de Leishmania possuem uma maior identidade entre si, o mesmo
ocorre com as NTPDases-2 e isso vale para as NTPDases-1 de T. brucei e T. cruzi
também. Outra observagdo importante € que as NTPDases de L. major e L.
infantum possuem uma maior identidade entre si do que quando comparado com
NTPDases de L. braziliensis. A NTPDase-2 de T. brucei € a que apresentou
menor identidade com as outras NTPDases-2. Na analise por inferéncia Bayesiana
(figura 9 A), que &€ um método mais usado para determinar distanciamento
evolutivo (sendo uma analise mais robusta), o que incorpora mutagdes
conservativas e que pode esta correlacionado com fungao, foi observado que a
disposigédo dos grupos foi a mesma apresentada pela analise anterior, o que pode
servir para validar estes grupos, ja que duas analises diferentes apresentaram os
mesmos agrupamentos.

Nas duas arvores da figura 9 formaram-se dois grandes grupos, os de
NTPDase-1 e NTPDase-2, sendo que as NTPDases de Trypanosoma estao mais
distantes das de Leishmania, e isso pode estar correlacionado com caracteristicas
bioquimicas e fungao bioldgica.

Para as NTPDases-1 ja possuimos varios dados de caracterizagdo bioquimica
(ainda ndo publicados): a T. ¢ NTPDase-1 apresenta uma maior preferéncia por
nucleotideos de guanosina e uridina do que de adenina, e sua preferéncia é maior
por nucleotideos difosfatados, comparando com os trifosfatados de guanosina e
uridina; porém o Km para ATP é menor que para ADP, o que pode sugerir maior
afinidade por este substrados (dados nado publicados Bastos et al., 2011, em
preparagao: Heterologous expression, biochemical characterizations and

immunolocalization of T. cruzi NTPDase-1 virulence factor). O mesmo nao é

e
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observado para L. i NTPDase-1 que hidrolisa apenas GTP como sera mostrado
mais adiante (tabela 6). A L.INTPDase-2, que foi estudada na dissertacdo de
mestrado do estudante Raphael S. Vasconcellos defendida em 2010, possui uma
atividade completamente distinta da L. i NTPDase-1(figura 9 C). Quando
comparamos a atividade apresentada pela L. m NTPDase-2, que hidrolisa ADP,
GTP, GDP, UTP e UDP, este dado nao representa preferéncia por substrato, mas
os nucleotideos que esta enzima hidrolisa, observamos que elas hidrolisam os
mesmo substratos que a L. i NTPDase-2, com diferenga que aparentemente a L. m
NTPDase-2 hidrolisa GDP e UTP que n&o sao hidrolisados pela L. i NTPDase-2
(figura 9 C). Outra diferenga esta no pH de atividade maxima, onde a T. ¢
NTPDase-1 (dados produzidos pelo grupo do professor José Roberto Meyer
Fernades) apresenta uma atividade maior em pH mais alcalino, quando comparado
com as NTPDases de L. infantum chagasi em quanto que a L.i NTPDase-1 (grafico
2) possui uma atividade maior em pH mais acido e a L. i NTPDase-2 apresenta
uma atividade maior em pH mais préximo do pH fisiolégico ( todos os dados
experimentais sobre a NTPDase-1 de T. cruzi e NTPDase-2 de L. infantum chagasi
discutidos neste trabalho ainda ndo foram publicados).

Estas diferencas entre estas enzimas podem ser favorecidas pelas pressdes
seletivas que estes organismos enfrentaram e pela localizagdo ou momento
(estagio) do ciclo de vida do parasito em que cada enzima deve estar atuando.
Para as NTPDases 1 de T. cruzi e de L. infatum chagasi é possivel comparacéo
baseada nas diferengas que cada organismo causa na infec¢do ja que possuem
diferentes alvos celulares , hospedeiros invertebrados diferentes e sdo as formas
de infeccdo distintas o que determina um ambiente completamente diferente ( pH,
concentragdo de ions e proteinas) para cada um dos parasitos. Agora quando
comparamos a NTPDase-1 e 2 do mesmo organismo, € possivel imaginar que a
expressao e atuacdo destas enzimas podem ocorrer em estagios e regides
diferentes da célula, ja que elas apresentam uma distingdo enorme entre as
caracteristicas bioquimicas estudadas até o momento. Por exemplo: apesar da L. i
NTPDase-2 hidrolisar GTP, a atividade da L. i NTPDase-1 é aproximadamente 47,4
vezes maior para este nucleotideo. Os dados da caracterizagao bioquimica da L. i

NTPDase-1 serao discutidos com mais detalhes mais a frente.
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Enzima L.i NTPDase-1 *T.c NTPDase-1 *L.i NTPDase-2 *L.m NTPDase-2

Preferéncia por substratos das NTPDases

“Substratos Mol Pi/ug *min nmol Pifug *min nmol Pi/ug *min nmol Pifug *min
ATP - 0,0843 £ 0,0139 ) =
ADP - 0,1423 + 0,0592 0,098 + 0,031 0,483 + 0,150
AMP e = : .
GTP 5,04 £ 1,85 0,6336 £ 0,1751 0,103 + 0,022 0,084 + 0,021
GDP = 1,3356 £ 0,3214 0,001 + 0,002 0,033 +£0,011
UTP - 0,5330 + 0,1490 - 0,194 £ 0,067
ubpP - 1,2241 £ 0,1209 0,09 £ 0,007 0,061 +0,013

*Dados da L.i NTPDases-2 foram retirados da dissertagdo do Raphael S.
Vasconcellos, defendida em 2010. Todos os dados ainda nao foram publicados.

*Dados ainda nao publicados das T. ¢ NTPDase-1.

**Dados parciais da caracterizagao da L. m NTPDase-2

Figura 9: Agrupamento das NTPDases 1 e 2 de tripanosomatidios, preferéncia por
substrato da T. ¢ NTPDase-1, L. i NTPDase-1, L. i NTPDase-2 e L. m NTPDase-2.
A) Agrupamento feito por inferéncia Bayesian. B) Agrupamento feito pelos métodosNeighbor
joining / UPGMA. As arvores foram feitas com alinhamento das sequéncias de aminoacidos
das NTPDases de Leishmania, T. brucei e T. cruzi. Logo abaixo das arvores esta apresentado
a relacao de hidrolise de substrato para a NTPDase-1 de T. cruzi e para NTPDase-1 e 2 de L.
infantum chagasi (dados n&o publicados). Os dados apresentados sobre a L. i NTPDase-2
foram retirados da dissertacdo de mestrado do Raphael S. Vasconcellos, defendida em 2010.
C) Tabela com dados de preferéncia de substrato das diferentes NTPDaseas.

Até o momento foram demonstrados dados que explicam as separacgdes entre os
grupos de NTPDases apresentadas neste trabalho. Agora serdo demonstrado dados
que possibilitam uma maior proximidade entre os grupos de NTPDases-1 e as

NTPDases-2. Inicialmente foram feitas analises nos programas signal P e target P
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para determinar a possibilidade de cada enzima possuir peptideo sinal ou
transmembrana (tabela 2) e assim sugerir suas localizagdes subcelulares (tabela 2).
Foi observado que todas as NTPDases-1 de Leishmania possuem um sitio de
protedlise logo apds uma possivel regido de transmembrana, o que indica a existéncia
de um peptideo sinal amino-terminal. J& asNTPDases-1 de Trypanosoma possuem
um dominio transmembrana N-terminal sem a presenga do sitio de protedlise (tabela
2). Todas as NTPDases-2 possuem uma possivel regiao transmembrana N-terminal e
todas as NTPDases com excecao a T. br NTPDase-2 sao enzimas secretadas. Estes
dados sugerem que as NTPDases-1 de Leishmania sdo enzimas que possivelmente
séo secretadas na forma soluvel. As NTPDases 2 e NTPDases-1 de T. brucei e T.
cruzi sdo enzimas secretadas que possuem uma possivel regido transmembrana sem
sitio de protedlise, o que da indicios de estas proteinas serem proteinas secretadas e
ancoradas a membrana. Todos os valores de probabilidade para o SignalP estao
acima de 0,8 (tabela 2) ou seja a chance de acerto quanto a existéncia de
transmembrana ou peptideo sinal é alta. Nosso grupo possui um dado que reforga
esta idéia (dissertagcao defendida em 2010 pela aluna Luana Celina Seraphim Cunha,
trabalho em preparacdo Bastos, et al., 2011) onde se demonstra que a T. c NTPDase-
1 esta presente na membrana deT. cruzi. Estes primeiros dados ja sugerem um forte
indicio do porque os agrupamentos ficaram dispostos na conformacdo demonstrada
na figura 9, ja que as NTPDases-1 de Leishmania s&o possivelmente secretadas na
forma soluvel e as NTPDases-2 possivelmente sao ancoradas e quando comparamos
as NTPDases-1 de Leishmania com Trypanosoma também vemos esta diferenca

entre ser secretada na forma soldvel ou ancorada a membrana.

34



Tabela 2: Predi¢cio de localizagao extracelular e transmembrana nas NTPDase-1 e 2

Enzima Predicdo da Probabilida Predicdo da Probabilidad
localizagao pelo de dada presenca de e dada pelo
TargetP 1.1 pelo peptideo sinal ou SignalP 3.0

TargetP 1.1 transmembrana
pelo SignalP 3.0

L. b NTPDase 1 Secretada 0,772 Peptideo sinal 0,801
L.i NTPDase 1 Secretada 0,931 Peptideo sinal 0,994
L. m NTPDase 1 Secretada 0,937 Peptideo sinal 0,996
T.c NTPDase 1 Secretada 0,913 Transmembrana 0,818
T. br NTPDase 1 Secretada 0,921 Transmembrana 0,929
L. b NTPDase 2 Secretada 0,678 Transmembrana 0,988
L.i NTPDase 2 Secretada 0,619 Transmembrana 0,988
L. m NTPDase 2 Secretada 0,610 Transmembrana 0,943
T. br NTPDase 2 MitocOndria 0,676 Transmembrana 0,842

Em seguida foram feitas analises de possiveis sitios de glicosilagédo (tabela 3),
onde € possivel observar outras semelhancas e diferencas dentro e fora dos
grupos. Estas analises foram feitas usando os programas DictyOGlyc e NetNGlyc.
Antes de discutir o resultado, alguns detalhes da tabela 3 devem ser comentados:
foram marcadas com cores diferentes as glicosilagbes que estdo na mesma
posicado nas enzimas (em relagdo ao alinhamento do anexo 1) e foram inseridos na
tabela apenas os dados de N-glicosilagbes que estavam acima do “cutoff’ do
programa e a posigao apresentada na tabela ndo corresponde a mesma que esta
no alinhamento (anexo 1), j@ que no alinhamento tem de ser levado em
consideragao os “gaps” gerados.

Nesta analise € possivel observar que nas NTPDases-1 de Leishmania existe
pelo menos uma N-glicosilagdo que é conservada (marcada de vermelho na tabela
3). Isto ocorre também nas NTPDases-2 de Leishmania (marcada de azul na tabela
3). O mesmo pode ser dito para T. br NTPDase-1 e T. ¢ NTPDase-1 (marcada de
azul claro na tabela 3). Para L. i NTPDase-1 e L. m NTPDase-1, mais duas N-
glicosilacbes conservadas foram observadas (marcadas de verde e amarelo na
tabela 3). Apenas L. b NTPDase-1 e 2 e a T. br NTPDase-1 possuem O-
glicosilacdo. Estas semelhancas entre as NTPDases-1 de Leishmania e de
Trypanosoma, bem como as NTPDase-2 de Leishmania, proporcionam um maior

suporte para o agrupamento proposto.



Tabela 3: Predicdo e analise de sitios de O-Glicosilagdo e N-glicosilagcido das NTPDases 1 e 2

Enzima Predicao de O- Predicao de regides de N-glicosilagcéo
glicosilagao pelo pelo NetNGlyc 1
DictyOGlyc 1.1
L. b NTPDase-1 Ser 461 468 NVSA, 136 NTTA,571 NFTG, 472
NDSK
L.i NTPDase-1 - , 309 NETF, 557 NFTG
L. m NTPDase-1 - 317 NASV, ,554 NFTG, 309
NETF, 573 NSSL
T.c NTPDase-1 - 220 NLTS, 229 NFSW, 233 NGTR,
186 NKTE, 156 NGSS, 572 NDTK
T. brNTPDase-1 Thr 103, Ser 124 e 131 NMTG, 197 NLTS
Ser 449
L. b NTPDase-2 Thr 371 260 NGTS
L.i NTPDase-2 - 260 NGTS
L. m NTPDase-2 - 260 NGTL
T. brNTPDase-2 - 367 NVTV, 206 NSTA, 95 NSTH

Por fim, foram feitas analises de possiveis pontes dissulfeto em cada proteina e
as conservagoes entre elas, usando o programa Scratch Protein Predictor que, na
verdade, € uma pagina com um conjunto de ferramentas que podem fornecer dados
sobre pontes dissulfeto, antigenicidade, solubilidade em super expressdo e outros.
Para este trabalho foi feito somente o estudo de pontes dissulfeto. Os resultados
desta anadlise foram agrupados na tabela 4. As cisteinas que estdo marcadas de
mesma cor sdo conservadas, as que nao estdo marcadas néo estao conservadas.

A primeira analise feita com este resultado foi a respeito de qual ponte dissulfeto
poderia estar presente em todas as enzimas, pode-se observar que as pontes
marcadas de vermelho e amarelo e as que estdo marcadas de verde escuro e roxo
estao presentes em todas as sequéncias, sendo T. brNTPDase-1 uma excegao para a
ponte vermelha/amarelo. Neste caso a mesma cisteina marcada de amarelo nas
outras sequéncias esta presente na T. brNTPDase-1 e esta cisteina pode fazer uma
ponte dissulfeto com uma outra cisteina. Outro ponto importante € que esta possivel
ponte marcada com as cores vermelhas e amarela corresponde a ponte dissulfeto
(C330-C351) citada no trabalho de (Vivian et al., 2010), sendo este um forte indicio
para confirmacdo da existéncia desta ponte dissulfeto e uma possivel importancia
estrutural.

Outra excecgao similar a de T. br NTPDase 1 é a L. i NTPDase-1 que faria uma
ponte diferente para a ponte marcada de verde escuro/ roxo, mas mantendo neste
caso cisteinas que estdo conservadas nas outras sequéncias e fazendo uma ponte
em posicao diferente.
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Apesar das pequenas diferengas, estes dados sugerem que possivelmente estas
duas pontes sao estruturalmente importantes paras estas enzimas ja que as cisteinas
sdo conservadas em todas as sequéncias e configuram uma possivel ponte
dissulfeto, principalmente para a ponte marcada pelas cores vermelha e amarela.

Claro que, para termos certeza, precisamos obter dados experimentais que
confirmem esta idéia.

Quando a analise é focada apenas nas NTPDases-1 € observado que existe uma
possivel ponte presente apenas nestas enzimas (azul claro/verde claro), o que pode
gerar uma enzima com uma conformagao diferente das NTPDases-2 e que pode ser
importante para a conformacao do sitio ativo e possivel preferéncia por substrato. No
entanto, observando os dados bioquimicos da L. i NTPDase-1e a T. ¢ NTPDase-1 é
possivel verificar que ambas possuem atividades completamente distintas, contudo
tem que se levar em conta as outras possiveis pontes dissulfeto que nao sao
compartilhadas entre elas. A T. c NTPDase-1 possui uma possivel ponte dissulfeto
distinta(C12-C24).

Outros diferengas que devem ser levadas em conta sdo as possiveis glicosilagdes
presentes na T. ¢ NTPDase-1 e que ndo estdo presentes na L. i NTPDase-1. As
NTPDases-1 de Leishmania provavelmente sdo secretadas na forma soluvel
enquanto as de Trypanosoma possuem dominio transmembrana o que também
proporciona um suporte para explicar tamanha distingdo na preferéncia de substrato
por estas enzimas .

Ja para as NTPDases 2 de Leishmania todas possuem uma possivel ponte
conservada (vermelho escuro / cinza), e as T. br NTPDases também possuem esta
mesma ponte conservada. Esta ponte também pode ser uma conservacdo que
permite uma distingdo entre a estrutura das NTPDase-1 e 2 de Leishmania e quem
sabe possa influenciar a sua afinidade por substrato.

Por fim a ponte dissulfeto marcada com cores azul escuro e rosa presentes nas
NTPDase 1 de Leishmania também deve ser levada em consideragéo, ja que esta
ponte corresponde a ponte dissulfelto (C244-C264) citada no trabalho de (Vivian et

al., 2010) o que sugere uma maior possibilidade da existéncia desta ponte.
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Tabela 4: Pontes dissulfeto das NTPDases 1 e 2

Enzima Predicao pontes dissulfeto
L.b NTPDase-1 E/118 [ yi/538 Bod /BB  B20 646
L.i NTPDase-1 277 /326 [K/108 / B8/ 632
L. m NTPDase-1 B/ 103 /629 ESH/ B B08/ o620
T.c NTPDase-1 15/ 24 &/ 117 504 /509 888/ 587
T. br NTPDase-1 Bl 266 &) 110 468/ 473 554 [ 602
L.b NTPDase-2 BB 124 306/ 311 86 /377
L.i NTPDase-2 BB/ 124 306 /311 B8 /377
L. m NTPDase-2 BB 124 306/ 311 86 /377
T. brNTPDase-2 Bl /134 B8/ 393

Até o momento foram apresentados dados de predicdo que apesar de
possibilitarem uma infinidade de especulacbes, precisam ser comprovados

experimentalmente em trabalhos futuros.

5.2, Estudos experimentais com a L. i NTPDase-1

Para efetuar a sub-clonagem da porg¢ao codificante do dominio soluvel, foi
avaliado o resultado do programa SignalP. Como citado anteriormente este programa
avalia a probabilidade da existéncia de peptideo sinal ou dominio transmembrana
amino terminal.

Esta avaliagdo é feita com base no potencial hidrofébico que os primeiros 70
residuos de aminoacidos amino terminal possam ter. Conforme a tabela 2 a L. i
NTPDase-1 possui um possivel peptideo sinal, sendo entdo uma proteina
possivelmente secretada na forma soluvel. Fazendo uma analise mais completa deste
resultado (figura 10) verifica-se que o sitio de clivagem deste peptideo sinal esta entre
os residuos 28 e 29 desta enzima. Com o intuito de clonar apenas a regido soluvel
desta enzima, foi feito o desenho de iniciadores (figura 6) que amplificam apenas
1953 pares de base do gene da NTPDase-1 ou seja, amplifica apds a regido do
peptideo sinal. Entdo o gene que codifica a enzima soluvel foi amplificado pela reagéo
em cadeia da polimerase (figura 11) e posteriormente foi clonado em vetor pGEM-T
Easy e em seguida re-isolado por restricao e clonado em vetor de expressao pET 21

b. Este amplicon deu origem a um enzima com massa molecular teérica de 71780.55
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daltons, sendo que antes a enzima completa com peptideo sinal que teria uma massa
molecular tedrica de 73578,82 daltons (levando em consideragdo apenas a
sequéncia de aminoacidos). Para fazer o calculo de massa teorica foi usado o

programa compute pl/Mw (http://br.expasy.org/tools/pi_tool.html) .

SignalP-HN prediction (euk networks): A4HUC4 LEIIN

l
)

Score

0.9 - — . A

MESRYFVYAFFAAVYLFYYFLTAYEYGYGTANPLOQSRHMQLTONAVEKKSEANL VHCREYHADLKSGGGY HAR

' ' s ' ' '
] 10 28 1] 48 e 68 7e
Position

Figura 10: Analise do resultado gerado pelo signalP da L. i NTPDase-1. Nesta figura
€ possivel verificar o sitio mais provavel de clivagem e a probabilidade de se ter o peptideo
sinal (seta preta).
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Figura 11: Amplificacao da regidao codificante da por¢ao soluvel da NTPDase-1 de
L. infantum chagasi (canaletas 1 e 2). Gel de agarose 1% corado com Brometo de. Foi
usado como marcador de massa molecular(PM) oGeneRuler 1Kb DNA Ladder. Foram
aplicados 10 pL do produto das reacdes de PCR. A seta preta marca a posicdo da banda de

interesse.

Para confirmar a clonagem em vetor pET 21 b foi feita PCR (figura 12 A) de
DNA plasmidial extraido de E. coli que poderia conter a transformagao. Para isso
foram usados os mesmo iniciadores da sub-clonagem. Com este mesmo material
foi feito um ensaio de restricdo, usando as mesma enzimas da clonagem. Estes
resultados foram analisados em gel de agarose 1 % e foi possivel verificar uma
banda na altura esperada tanto para o vetor quanto para o gene (figura 12 A). Para
garantir que a construcdo pET21-b/NTPDase-1 estava correta, uma aliquota da
amostra foi enviada para a empresa Macrogem para que fosse feito o
sequenciamento usando iniciadores que flanqueiam a regido da clonagem do vetor
.Com a sequéncia consenso resultante do sequenciamento foi feito um BlastN que
encontrou o gene da GDPase de L. infantum cepa JPM5, dando uma similaridade
de 99%, confirmando que o gene clonado era mesmo a NTPDase-1 de L. infantum

chagasi e que o mesmo se encontra “in frame” de leitura correto (figura 12 B).
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Figura 12:Confirmacao da sub-clonagem em pET 21b da NTPDase-1 de L. infantum
chagasi..A) Confirmagdo da sub-clonagem em pET 21b da NTPDase-1 de L. infantum
chagasi por PCR e restricdo enzimatica com as enzimas Ndel e Xhol canaletas 1 e 2
respectivamente. Gel de agarose 1% corado com Brometo de Etidio e visualizado sob luz
UV. O marcador de massa molecular (PM)usado foi GeneRuler 1Kb DNA Ladder. Foram
aplicados 10 yL da reacdo de PCR e da digestdo. B) Confirmagdo da sub-clonagem em
pET21b da NTPDase-1 de L. infantum chagasi. A figura mostra o BLASTN entre a sequéncia
teste de NTPDase-1 (cepa M2682) comparada com a sequéncia de nucleotideos do banco de
dados (cepa JPCM5) de forma grafica, com e-value e o alinhamento com sequéncias mais
similares

Apds a confirmagao da clonagem foram iniciados os testes de expressao e
assim verificada a viabilidade de expressao desta enzima em sistema bacteriano.

O primeiro teste feito foi o de tempo de inducdo. Neste teste foi feita inducédo da
expressao da NTPDase-1 em tempos crescentes para isso foi usado E. coli BL21
codon-plus RIL, sendo adicionado 0,5 mM do indutor IPTG o tempo zero foi
estabelecido como o momento antes da adigdo do indutor e apds a adigdo foram
retiradas amostras no intervalo de 1-4 horas de indugdo. Em uma primeira analise
feita em SDS-PAGE 10% com 20 ug do extrato total da E. coli lisada (figura 13) foi

possivel verificar uma banda de proteina com concentragéo visual crescente
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conforme o tempo de indugdo, tendo uma concentragdo maior no tempo de 2
horas. Nos tempos de 3 e 4 horas verificou-se uma perda na intensidade da banda
de proteina o que indica que ocorreu uma degradagéo destas amostras de forma
geral, j@ que as outras bandas também apresentam um decréscimo na
concentragcdo. Por ser o primeiro teste de expressdo usamos como controle a
recombinante T. ¢ NTPDase-1 de T. cruzi purificada (Santos et al., 2009), isso
porque esta proteina possui uma massa molecular préxima da massa da L. i
NTPDase-1.Como pode ser observado a banda do extrato de E. coli aqui discutida

possui uma altura bem préxima da banda da enzima de T. cruzi (figura 13).

Tempo de inducao
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Figura 13:Verificagdao do melhor tempo de expressdo da NTPDase-1 de L. infantum
chagasi. A anélise foi feita em SDS-PAGE 10%. Tempo zero de indug&o (0h), 1 hora (1h), 2
horas (seta preta), 3 horas (3h), tempo de 4 horas (4h) e controle positivo (seta cinza) feito
com NTPDase-1 de T. cruzi. O marcador de massa molecular(PM) usado neste experimento
foi o Unstained Protein Ladder Fermentas SM0431. O gel foi corado por Comassie Blue.

Apesar do forte indicio que a proteina estava sendo induzida e que no tempo
de 2 horas era o momento em que a NTPDase-1 apresentava sua maior
concentragao, era preciso ainda uma confirmagao mais convincente, pois somente
a massa molecular aparente ndo identifica a proteina de interesse em um extrato
proteico total. Entdo para determinar com certeza que a expressdo estava
ocorrendo foi feito um “western blotting” usando como anticorpo primario um
anticorpo monoclonal anti-His (Sigma).Este anticorpo reconhece proteinas com
cauda de histidina e como o vetor pET 21b fusiona uma cauda de histidina na
porgcao C-terminal da proteina recombinante foi possivel verificar no western (figura
14 B) uma banda marcada com o tamanho esperado. Neste experimento nao foi

usado extrato total de E. coli e sim um extrato parcial onde a células foram lisadas
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por sonicagao e posteriormente centrifugadas (seguindo o protocolo de lise usado
para purificagdo). Entdo foi determinada a concentragao de proteina do precipitado
e aplicados25,8 pg de proteina. Conforme pode ser observado no gel de
poliacrilamida 10% (figura 14 A) existe uma banda de aproximadamente 70 kDa
que tem sua concentragdo aumentada conforme passa o tempo de expressao.
Quando analisamos as bandas de massa menor, € possivel verificar que a
concentragéo aplicada no gel é aproximadamente a mesma em cada pogo, ja que €
possivel verificar que as bandas possuem a mesma espessura. Com o resultado
pode se concluir que a NTPDase-1 é bem expressa em todos os tempos de 1-4
horas, mas a maior concentracdo de recombinante esta presente na expressao por

duas horas.

PM VZ Oh 1h 2h 3h 4h PM VvZ Oh1h 2h 3h 4h
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Figura 14: Confirmacdo do tempo de expressdo da NTPDase-1 de L. infantum
chagasi. A) SDS-PAGE 10%. Foi aplicado extrato parcial de E. coli transformada com vetor
vazio induzido por 1 hora (VZ), tempo zero de indugdo da L. i NTPDase-1 (0Oh), tempo de 1
hora (1h), tempo de 2 horas (2h), tempo de 3 horas (3h), tempo de 4 horas (4h) . O marcador
de massa molecular (PM) usado neste experimento foi o Prestained Protein Ladder
Fermentas SM0671. O gel foi corado por Comassie Blue. B) Western blotting feito a partir do
bloting feito com replicata do gel ao lado. Para reconhecer a proteina recombinante foi usad
oanti-His monoclonal (Sigma) na diluigdo1:1000 e como anticorpo secundario o anti-lgG de
camundongo (Sigma) conjugado com peroxidase (1:20000).0 western foi revelado com o
substrato descrito no item matérial e métodos.

O préximo passo foi avaliar se a proteina expressa estava presente na fragéao
insoluvel e ou na fragdo soluvel do extrato de E. coli. Os corpos de inclusao séo
agregados de proteinas que sao formados em ensaio de super expressao em
bactérias, o que faz com que as proteinas recombinantes fiquem na fragao insoluvel

do extrato e para uma posterior purificagédo, este precipitado precisa ser solubilizado
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com tampao com altas concentragbes de uréia (8M) ou cloreto de guanidina (6M).
Esta solubilizacdo desencadeia desnaturagcdo parcial ou total da proteina
recombinante que depois precisa passar por um processo de re-enovelamento para
que se possa obter uma enzima ativa. Muitos trabalhos com enzimas desta familia
expressa em bactéria obtiveram as proteinas recombinantes ativas a partir dos corpos
de inclusao (lvanenkov et al., 2003; Murphy-Piedmonte et al., 2005; Zebisch e Strater,
2007), mas caso a proteina recombinante seja encontrada na fragédo soluvel, pode-se
eliminar as etapas de solubilizagdo e renaturagdo, o que pode gerar uma proteina
recombinante purificada com maior atividade e também resultados de atividade mais
consistentes, além de diminuir o trabalho e o custo experimental.

Baseando no resultado apresentado na figura 14, ja € possivel determinar que a
proteina esta presente nos corpos de inclusédo (ja que o “western” foi feito com
precipitado do lisado de E. coli), mas para determinar se a proteina recombinante
estava presente na fragcao soluvel foi feito um “western blotting” (figura 15 C) com as
duas fragbes e como anticorpo primario foi usado o anticorpo monoclonal anti-His
(seguindo o mesmo protocolo anterior). Foram aplicados 18 pg da fracdo soluvel,
aproximadamente 1ug das lavagens feitas com tampao contendo 2 M de uréia e 4,8
Mg dos corpos de inclusdo. Os valores de concentragdo de proteina ndo sao os
mesmo porque neste experimento foi aplicado o volume maximo de cada amostra que
o gel suportava para tentar detectar a L. i NTPDase-1. Com este “western” foi possivel
concluir que, nas condicbes usadas para expressido, a proteina recombinante esta
presente quase que exclusivamente nos corpos de inclusdo. Dessa maneira, néo é
possivel ter certeza absoluta, porque a fragdo soluvel pode conter concentragoes

baixas da recombinante que estdo além do limite de detecc¢do da técnica.
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Figura 15: Determinagdo da solubilidade da NTPDase-1 de L. infantum chagasi
recombinante. A) SDS-PAGE 10%. Foi aplicado fragédo soluvel do extrato de E. coli induzido
por 2 horas (FS), sobrenadante da primeira e segunda lavagem dos corpos de inclusdo com
tampéo contendo 2 M de uréia (L.1 e L.2), corpos de inclusdo contendo a L. i NTPDase-1 (Cl),
controle positivo T. ¢ NTPDase-1 (CP). O marcador de massa molecular (PM) usado neste
experimento foi o Prestained Protein Ladder Fermentas SM0431. O gel foi corado por
Comassie Blue. B) Membrana de nitrocelulose apdés o blotting, corada com ponceau S.
C)Western blotting feito a partir do gel acima. Para reconhecer a proteina recombinante foi
usado o anti-His monoclonal (Sigma) na diluigdo 1:6000 e como anticorpo secundario foi
usado o anti-lIgG de camundongo conjugado com FitC (1:8000). O resultado foi observado em
foto documentador de fluorescéncia FLA 5100 (Fuijifilm®).
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Determinado o tempo de indugao que apresenta maior concentragao da proteina
recombinante e em qual fracdo esta enzima se encontra, passamos para o proximo
passo que seria a purificagdo da enzima recombinante. Com intuito de obter boa
quantidade de recombinante pura foram feitas indugcbes em volumes maiores para
obtencdo da quantidade suficiente dos corpos de inclusdo para purificagdo em
cromatografia liquida.

Como citado anteriormente, o vetor pET 21b fusiona uma cauda de 6 histidinas na
porcdo C-terminal da proteina recombinante. Esta cauda de histidina permite uma
purificacao por afinidade e para isso foi usada uma coluna com resina Ni Sepharose.
As purificagdes usadas para os testes seguintes foram feitas entdo em coluna de
afinidade (Histrap FF crude 1mL ) fabricada pela GE Healthcare. Estas colunas foram
acopladas ao sistema de “Fast protein liquid chromatography” (FPLC) Akta purifier
(GE), e foram feitos alguns testes de purificacdo. Em resumo, para estes testes foram
usados dois tampdes: um com 5 mM de imidazol, que foi acoplado a bomba “A” do
sistema e outro contendo 250 mM de imidazol acoplado a bomba “B” do sistema. As
amostras previamente preparadas (0 que inclui renaturagdo por diluicdo da
concentragcdo de uréia usada na solubilizagédo de 8 M para 2M) foram aplicadas em
um looping que suporta o volume de 10 mL. No primeiro teste foi feita uma eluicdo em
gradiente crescente de B. Neste experimento nao foi obtida uma grande concentracao
de proteina, mas permitiu determinar a regido onde a proteina recombinante comeca
a ser eluida. Entao foi feita a adaptacdo para a purificacdo ocorrer em 3 passos
(figura 16 A), no primeiro a amostra foi injetada, no segundo a coluna é lavada com
uma concentragao de imidazol de 25mM (10% de tampao B) e no terceiro a amostra
foi eluida com 250 mM de imidazol, sendo coletadas fracbes de 1,2 mL de cada
amostra. O resultado desta purificacdo foi usado para analise em SDS-PAGE

verificando o resultado da purificagao (figura 16 B).
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Figura 16: Purificacao da L. i NTPDase-1 recombinante. A) Cromatograma contendo
dados de absor¢édo em UV 280 nm (linha azul) e concentragao do tamp&o B com 250 mM de
imidazol(linha verde). B) SDS-PAGE 10%. Foi aplicado amostras dos corpos de incluséo
antes das lavagens com tampao com 2 M de uréia (Cl.1), os corpos de inclusdo apds todas
as etapas de clareamento, esta € a amostra antes de passar na coluna (Cl.2); primeira fragéo
coletada (F.1), fracdo que néo interagiu com a coluna (VIC), segunda fragao coletada (F.2), a
quinta fracao coletada (F.5), a sexta fragdo coletada (F.6), a sétima fracao coletada (F.7) e a
oitava fragdo coletada (F.8). O gel foi corado por Comassie Blue.O marcador de massa
molecular (PM) usado neste experimento foi o Prestained Protein Ladder Fermentas SM0661.

Como pode ser verificado no gel e no cromatograma, existe uma perda
consideravel de proteina que nao interage com a coluna. Outro fato é que ocorreu
uma perda consideravel de proteina no processo de lavagem da coluna com tampéo
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com 25 mM de imidazol, no entanto a proteina eluida fracdo 6 apresentou poucos
contaminantes. Nao foi possivel diminuir a concentragao de imidazol na lavagem.
Testou-se o aumento para 30 mM, a fim de aumentar a pureza o que diminuiu a
concentracdo da proteina, mas resultou em uma amostra muito mais pura. Analise
feita com base no resultado gerado por eletroforese capilar feita no Bioanalyzer
(Agilent Technologies) demonstra que o rendimento da purificagao € por volta de 1,88
10,9 % (tabela 5) de toda L. i NTPDase-1 contida na amostra aplicada no FPLC,
sendo este rendimento muito baixo. Este dado € bem evidente, ja que na figura 16 B é
possivel observar uma banda com a massa aproximada de 70 kDa na amostra
correspondente ao volume que nao interagiu com a coluna, levando em consideragao
que o volume aplicado no gel é em geral de 30 pL e que esta amostra tem um volume
total de 40 mL. Pode-se concluir que o dado gerado pelo Bioanalyzer esta correto.

Para melhorar este rendimento seria preciso testar alteragées no protocolo de
inducdo, como por exemplo fazer uma inducdo em temperatura mais baixa, assim
conseguindo proteina soluvel ou mesmo fazer mudangas nos tampdes usados na
purificacdo, como adi¢cado de uréia nos tampdes usados no FPLC. No entanto, mesmo
tendo um baixo rendimento na purificacao, foi possivel obter uma proteina muito pura
e ativa.

Tabela 5: Rendimento da purificagdo da L. i NTPDase-1

Amostras Concentracao Concentracao %dal.i %
L. i NTPDases total de NTPDase-1 média/
ng/ul proteina em ng purificada  Desv. P
Corpos de 207.,4 2488800
Inclusao
amostra 1
L. i NTPDase-1 5,3 21200 0,851816
purificacéo1
Corpos de 152,7 1832400 1,88
Incluséo +
amostra 2 0,902
L. i NTPDase-1 11,6 46400 2,532198
purificagao 2
Corpos de 128,2 1538400
Inclusao
amostra 3
L. i NTPDase-1 8,7 34800 2,26209

purificagdo 3
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Com a obtencdo da L. i NTPDase-1 recombinante pura, antes dos ensaios
enzimaticos, a recombinante foi usada pra imunizar uma coelha de
aproximadamente 3 meses, para assim obter o soro que contém anticorpos anti-L.i
NTPDase-1. Apds as imunizacgdes foi feita a titulagdo do soro imune por “Dot-Elisa”
(figura 17 A). Este teste foi feito em duplicada para o soro pré-imune e para o
controle positivo (anti-T. ¢ NTPDase-1) e em quadruplicata para o soro imune.
Como antigeno foi usado 0,5 pg de recombinante purificada. As diluicbes variaram
de 1:50-1:102400, sendo feita diluicao seriada dos soros.

O soro pré-imune mostrou reconhecimento inespecifico bem definido até a
diluicdo 1: 400 e o soro imune apresentou reconhecimento com intensidade
semelhante do soro pré-imune a diluicdo 1:51200, sendo esta diluicdo o titulo do
anti-L. i NTPDase-1. Observou-se também que o soro anti-T. ¢ NTPDase-1 usado
como controle positivo reconheceu a L. i NTPDase-1 na diluicdo 1:3200 o que
indica que é possivel o reconhecimento especifico com estes soros usando-se
diluicdes especificas para tal.

Para confirmar se o soro anti-L.i NTPDase-1 reconheceria a enzima em extrato
de Leishmania foi feito um “western blotting” com extrato de L. braziliensis e L.

infantum chagasi. Neste “western” ocorreram marcagdes correspondente a
NTPDase-1 e 2, mas a marcacgao ficou muito fraca e impossibilitou a digitalizagcao
deste dado. Este teste foi repetido, mas n&o foi obtido um bom extrato (figura 17 B)
que permitisse comprovar o primeiro resultado. No entanto, € muito improvavel
que a marcagao do primeiro teste tenha sido inespecifica, jA que nos extratos
degradados nao ocorreu nenhuma sombra de marcacgao (figura 17 C). No “western
blotting” (figura 17 C), & possivel observar que o anti-L. i NTPDase-1 (1:30000)
apresenta um bom reconhecimento da proteina purificada, o que reforca o

resultado da titulagao (figura 17 A).
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Figura 17: Titulagdo do soro policlonal anti-L.i NTPDase-1 e reconhecimento da
proteina recombinante purificada A) Teste de titulagcdo do anti-L.i NTPDase-1 feito por “Dot-
Elisa”, os discos foram sensibilizados com 0,5 ug de recombinante purificada, foi feita diluigao
seriada do anti-L.i NTPDase-1, como secundario foi usado o anti-lgG de coelho conjugado
com peroxidase (Sigma) na diluicao 1:2000, a revelagcdo do “Dot-Elisa” segui os mesmos
procedimentos usados no “western blotting” B) SDS-PAGE 10%. Na canaleta 1 foi aplicado
extrato L. braziliensis (11 ug); canaleta 3, extrato de L. infantum chagasi (11 ug) ; canaleta 5,
0,5 yg de L. i NTPDase-1 recombinante purificada (seta preta). O gel foi corado por
“Comassie Blue”. O marcador de massa molecular (PM) usado neste experimento foi o
Prestained Protein Ladder Fermentas SM0661. C) “Western blotting” feito a partir do bloting
da duplicata do gel ao lado. Para marcar a recombinante foi usado o anti-L. i NTPDase-1
policlonal (1:30000) e como anticorpo secundario foi usado o anti-lgG de coelho conjugado
com peroxidase (1:10000), o “western” foi revelado com o substrato descrito no matérial e
métodos. A seta preta indica o reconhecimento da L. i NTPDase-1 recombinante.

As amostras de L. i NTPDase-1 recombinante também foram usadas em diversos

ensaios enzimaticos. Neste trabalho irei apresentar apenas os teste de preferéncia de
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substrato e o ensaio de pH de atividade maxima. Mesmo sendo apenas dois dados
(substrato e pH) ndo quer dizer que foram poucos experimentos, para chegar nos
resultados finais que serdo apresentados foram feitos mais de 16 experimentos,
sendo que mais da metade dos experimentos foram feitos nos ensaios de pH. Este
grande numero de experimentos se deve ao fato de que em alguns experimentos as
grandezas dos resultados variam muito e isso contribui para que os experimentos
tenham um desvio padréo elevado, mas é importante ressaltar que o perfil dos
resultados sdo sempre semelhantes quando a enzima esta ativa.

Em muitos ensaios as enzimas purificadas nao apresentaram atividade o que
sugere que esta ocorrendo um problema no re-enovelamento destas enzimas. A
possibilidade de formagao de oligbmeros que interferisse na atividade da enzima foi
descartada, pois em dois ensaios de atividade para GTP com ou sem adi¢cao de DTT
(5 e 10 mM foram testadas as duas concentragdes de DTT, e em nenhuma delas foi
verificado alteragdo na atividade enzimatica) (figura 18). Se estivesse ocorrendo
formagao de oligbmeros era esperado que na presenga de DTT ocorresse uma
alteracdo na atividade enzimatica, devido a disponibilizacdo de mais mondmeros
ativos, como mostrado por Raphael de Souza Vasconcelos para a NTPDase-2 de L.
Infantum chagasi (Os dados apresentados sobre a L. i NTPDase-2 foram retirados da
dissertacdo de mestrado do Raphael S. Vasconcellos, defendida em 2010).

Desta forma, é possivel sugerir que a enzima purificada esteja em mondémeros e
outra possibilidade interessante é que a atividade enzimatica nao € dependente de
nenhuma ponte dissulfeto acessivel ao DTT na proteina purificada. Este experimento
reforca a idéia de que os problemas nos ensaios enzimaticos sdo consequéncia de
problemas no re-enovelamento.

Em diversos trabalhos com enzimas desta familia expressa em sistema
bacteriano sdo encontradas nos corpos de inclusdo e precisam ser parcialmente
desnaturadas para a solubilizacdo destes corpos de inclusdo e para obter um re-
enovelamento mais eficiente, diferentes trabalhos apresentam diferentes solugdes
(lvanenkov et al., 2003; Murphy-Piedmonte et al., 2005; Zebisch e Strater, 2007).
Recentemente nosso grupo adquiriu dois reagentes (glutationa reduzida e glutationa
oxidada) para tentar reproduzir o método usado por (lvanenkov et al., 2003) em seu
estudo com a NTPDase-6 de humano e este mesmo método foi usado por (Murphy-
Piedmonte et al., 2005) para o estudo com a NTPDase-5 de humano o que sugere

uma eficiéncia neste sentido. E esperado que fazendo um re-enovelamento mais
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controlado seja possivel obter uma enzima com um padrdao de atividade mais

constante. Outra forma de melhorar esta atividade enzimatica ja foi comentada

anteriormente que seria uma expressao em temperaturas mais baixas, o0 que

possibilitaria a purificacdo da enzima na fragao soluvel, assim evitando os passos de

desnaturacao e re-enovelamento.

Teste de oligomerizacao

I
1

B Sem adicdo de DTT
Com adicdo de 5 mM de DTT

nmol Pi/ug * min
w

N
1

B Com adi¢ao de 10 mM de DTT

Figura 18: Teste de influéncia do agente redutor DTT na atividade nucleotidasica da
NTPDase-1 purificada. Ensaio enzimatico na presenca e auséncia de DTT (5 e 10 mM),este
grafico contem o resultado de 2 experimentos onde foi feito a reacdo de atividade na
presenca 1,5 mM de GTP, o tampao de atividade esta descrito em materiais e métodos. As

barras de erros representa os valores de erro padrdo dos experimentos.

Para determinar a preferéncia por substrato foram feitos varios experimentos
na presencga de ATP, ADP, AMP, GTP, GDP, UTP e UDP e em todos experimentos
a enzima apresentou atividade apenas para GTP (tabela 6). Porém ndo podemos
descartar a possibilidade de que em outras condicbes esta enzima apresente
atividade para outros nucleotideos.

A especificidade por GTP demonstra um dado novo e diferente para enzimas
desta familia, pois até o momento néo existe nenhuma publicacdo que apresente
uma E-NTPDase tao especifica. Outro grande entrave sobre esta especificidade é
o fato de nao ter na literatura nada sobre a participagdo do GTP como molécula

sinalizadora extracelular, ja que nas predigdes foi sugerida a possibilidade desta
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enzima ser secretada na forma soluvel, ou seja, esta enzima estaria hidrolisando
GTP extracelular.

O que tém sido demonstrado na literatura para enzimas desta familia que
possuem preferéncia por nucleotideos de guanina € a sua participacdo em
mecanismos de glicosilagdo de proteinas em leveduras (Abeijon et al.,, 1993;
Berninsone et al., 1995; Gao et al., 1999). Estas enzimas de levedura estao
presentes no complexo de golgi e ainda ndo foi determinado a localizagédo exata da
L.i NTPDase-1 no parasito: as analises de bioinformatica sugerem que esta enzima
seja secretada na forma soluvel. Outra grande diferengca é que as enzimas de
levedura apresentam atividade para outros nucleotideos, o que nao ocorre neste
caso, e a participacado principal das enzimas de levedura no mecanismo de
glicosilacdo se deve ao fato delas hidrolisarem GDP a GMP e o GMP ser
necessario para o mecanismo de captacédo de agucar do citosol, de onde sai GMP
e entra GDP-manose. Caso nao ocorra a hidrélise do GDP, a via de glicosilagéo é
obstruida por falta de agucar e também pelo fato do GDP ser um inibidor das
enzimas da via de glicosilagdo (Berninsone et al., 1994). Este fato sugere que,
possivelmente, a L.i NTPDase-1 ndo participa da via de glicosilagdo, ja que ela

hidrolisa somente GTP.

Tabela 6: Teste de preferéncia de substrato, ensaios feitocom 1,5 mM de substrato

Substrato nmol Pi/ug *min N° de experimentos
realizados
ATP 0 6
ADP 0 6
AMP 0 6
GTP 4,62 + 0,64 3
GDP 0 6
UTP 0 6
UDP 0 6

" Cada dado experimental se refere a média de dados obtidos em triplicata para
uma purificacdo independente da outra, sendo entdo cada experimento o

resultado desta analise.

Apos a determinacdo da preferéncia de substrato foi feito o ensaio de pH

(figura 19) para determinar em qual faixa de pH a L.i NTPDase-1 apresenta a maior

53



atividade. O resultado desde experimento revelou que esta enzima apresenta uma
tendeéncia atividade maxima em pH acido de 5,5-6,0. Com base neste resultado
pode se especular onde esta enzima esta agindo, além dos possiveis mecanismos
tradicionalmente discutidos, mesmo sem saber qual a possivel importancia do
GTP.

Atividade em diferentes faixas de pH
4.0-

w W
T 9

N
T

-
a0
1

nmol Pi/ug enzyme*min
— N
o o
| [

o
()]
1

0-0 1 I 1 1 L) I 1 1 1 1
5.0 55 6.0 65 7.0 7.5 80 8.5 9.0 9.5 10.0

pH

Figura 19: Avaliagcdo da atividade de hidrélise de GTP em diferentes faixas de pH.
Ensaio enzimatico em diferentes faixas de pH, este teste foi feito com 1,5 mM de GTP e o

pontos de variagdo do pH foram de 0,5, variando de 5,5-9,0. As barras de erros representa
valores de erro padrao dos experimentos.

Em trabalho com Lutzomyia longipalpis demonstrou que o pH da parte
abdominal do sistema digestivo deste flebotominio varia conforme passa o tempo
apos o repasto sanguineo, sendo que o pH é alcalino logo apos a alimentagao e vai
caindo com o passar do tempo, enquanto que o pH da parte toraxica se mantém
constante na faixa 5,5-6 (Santos et al., 2008). Conforme hipétese de (Gontijo et al.,
1998), apods os repasto sanguineo o pH da parte abdominal do sistema digestivo do

flebotominio € alcalino e ao mesmo tempo este porgdo do sistema digestivo esta

0s
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repleta de nutrientes. Para Leishmania este ambiente seria ideal para proliferagao.
Com o passar do tempo os nutrientes contidos no sangue ingerido sao digeridos e,
ao mesmo tempo, o pH do sistema digestivo vai diminuindo. A falta de nutrientes e
a acidificacdo do ambiente favorecem a metaciclogénese. Por consequéncia, as
Leishmania passam de formas promastigotas prociclicas para metaciclicas. Desta
forma, existe uma dependéncia de acidificagdo do ambiente para que os parasitos
passem de formas prociclicas para metaciclicas e este processo de acidificagcao
ocorre naturalmente em flebotominios. Podemos entdo supor que a L. i NTPDase-1
pode ter sua expressao aumentada neste periodo e que esta enzima pode estar
ativa e participar do mecanismo de metaciclogénese, ja que ela apresenta uma
atividade maior em pH acido (que corresponde a0 momento em que ocorre uma
reducdo da disponibilidade de nutrientes no sistema digestivo do flebotominio).
Outro fato que favorece esta especulacdo é que GTPases de outras familias de
enzima influenciam na proliferacdo e modificagao celular, como as rho GTPases
(Guo et al., 2009; Smits et al., 2010) que sao importantes no desenvolvimento de
células de camundongos. No entanto as enzimas da familia rho sdo enzimas
intracelulares, o que ainda precisa ser analisado para a L. i NTPDase-1.

Outra possibilidade de agao da L.i NTPDase poderia ser no interior do vacuolo
parasitéforo, que também pode apresentar um pH acido no seu interior. Pode ser
que esta enzima seja secretada neste ambiente e desencadeie algum tipo de
resposta. Uma possibilidade seria a acdo desta enzima sobre as p47 GTPases.
Esta familia de proteinas esta associada a eliminagao de patdgenos intracelulares
mediando uma ruptura do vacuolo parasitéforo (Taylor et al., 2004; Khaminets et
al., 2011). Para que ocorra a agédo destas GTPases relacionadas com imunidade
(IRG) a célula precisa ser ativada por interferon gama e estas proteinas precisam
se ligar a GTP (ponto onde a NTPDase-1 poderiam estar agindo). A acédo destas
p47 tem sido demonstrada para camundongos no controle de infecgao causada por
Toxoplasma gondii (Steinfeldt et al., 2011) e este mecanismo ainda nao
demonstrado para humanos. No entanto os cdes possuem genes de p47 e este
genes parecem apresentar uma expressao induzida por interferon 0 que sugere
que este mecanismo pode ser ativo em caes (Bekpen et al., 2005).

Para comprovar uma ou outra hipétese acima s&o necessarios diversos
experimentos inclusive “Knockout” ou super-expressao do gene da L.i NTPDase-1

e verificagdo se os parasitos apresentariam alteracbes em alguma destas
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situagdes. Outra possibilidade é aprofundar no estudo bioquimico fazendo uma
busca de inibidores especificos para esta enzima e avaliar o efeito biolégico da
inibicdo desta enzima, ou mesmo o uso de anticorpos especificos.

Tendo em maos todos os resultados até aqui apresentados a enzima
possivelmente sendo secretada, possuindo atividade elevada em pH acido e
especificidade por GTP, e sabendo que a acidificagcdo do ambiente possui uma
implicacdo direta na metaciclogénese, seria interessante se fazer uma super
expressao da L.INTPDase-1 em Leishmania para poder verificar as alteracbes
desencadeadas por esta enzima. Como este € um experimento mais complexo,
resolvemos montar um experimento para tentar obter indicios de que a primeira
hipétese possa ou n&o ser viavel.

A idéia do experimento foi crescer Leishmania em meio de grace (seguindo o
protocolo de cultivo padrdo) e apdés um periodo do inicio da cultura, os parasitos
receberiam tratamento com adicdo de uma concentracao fixa de L. i NTPDase-1
recombinante. Inicialmente a idéia seria usar L. infantum chagasi para este
experimento, ja que o gene foi isolado desta espécie, mas optamos por usar L.
braziliensis, porque o seu cultivo ja estava melhor estabelecido no laboratério. O
tratamento, foi decidido que o tratamento seria feito apdés 48 horas do inicio do
cultivo. Foi feito, um controle do experimento sem tratamento e outro com adi¢ao
do mesmo tampédo (tamp&o de atividade enzimatica) usado para armazenar a
enzima; o terceiro tratamento foi a adicdo apenas da enzima; o quarto tratamento
foi adicionar enzima mais GTP; o quinto tratamento foi feito com a adicdo apenas
do GTP e o sexto tratamento aumentando a quantidade da enzima usada no
terceiro e quarto tratamento, mantendo a concentragdo de GTP usada nos quarto
e quinto tratamento. Como nado existe nada na literatura que poderia auxiliar na
decisdao de quais concentracdes usar em cada tratamento, foi decidido usar uma
concentracdo de enzima préxima a que era usada nos ensaio enzimaticos (foi
usada aproximadamente a metade no pogo com menor concentragdo € no pogo
com maior concentracdo teria o dobro de enzima usada nos experimento de
atividade). Para determinar a concentragao de enzima, leva-se em consideragao o
volume de amostra mais tampao que seria adicionado nos pogos, ja que se fosse
adicionado um volume muito grande de enzima poderia ocorrer alteragdes no meio
de cultura. O volume de tampdo (controle) usado em cada experimento foi o

mesmo volume usado no tratamento com a enzima. Desta forma, o experimento
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seguiu o seguinte procedimento: o cultivo foi iniciado com 1 x 10° Leishmanias/mL
48 horas apos o inicio do cultivo, cada pogo da placa recebeu um tratamento e 48
horas apds o tratamento foi feita a analise do resultado. Para analisar os resultados
deste tratamento foram feitas filmagens dos diferentes pogos, para assim verificar a
mobilidade das células, tendo em vista que as formas metaciclicas apresentam
uma maior mobilidade do que as formas prociclicas e € visto que em culturas ricas
em metaciclicas aparece um numero maior de ceélulas individuais. Apos 4 dias de
cultivo, foram feitas contagens do total de células e depois desta contagem as
células foram submetidas a centrifugagdo em gradiente de ficoll para
enriquecimento de formas metaciclicas. As células obtidas apds o gradiente foram
contadas e o total de células recuperadas foi estipulado.

O gradiente de ficoll ndo pode ser usado para garantir com certeza que a
metaciclogénese esta sendo alterada, ja que este ndo é um experimento especifico
para se obter promastigotas metaciclica isoladas e pode sofrer varios tipos de
interferéncias (variacao na diluicdo do ficoll, agitagcdo do tubo onde foi montado o
gradiente e até mesmo alteragbes morfologicas na Leishmania) que podem
contribui para uma analise equivocada. No entanto este método € mais facil e
rapido para mostrar indicios se realmente a enzima pode agir no mecanismo de
metaciclogénese e com isso, verificar a viabilidade de se fazer um experimento
mais complexo para confirmar o efeito.

Para fazer o calculo do numero total de células e poder fazer uma comparagao
entre os diferentes tratamentos foi estipulado que o numero total de células
encontrado no pogo sem tratamento, seria 100 % e posteriormente foram feitos
calculos normalizando os dados com base no pogo sem tratamento, que foi
considerado o indice 1 do experimento. Foi usada como linha de corte o indice,
onde se espera que tratamentos que causem algum efeito demonstrem contagens
acima desta linha. A mesma analise foi feita para as contagens pés gradiente de
ficoll. Deve se levar em conta que o total de células obtidas antes do gradiente é
muito maior que o total de células obtidas apds o gradiente. As tabelas com as
contagens foram anexadas para que possam ser observados os dados brutos
(anexo 2).

Uma conclusdo que pode ser obtida deste experimento € que os tratamentos
nao interferiram na proliferacdo das células, j4& que ndo ocorre uma variagao

significante no numero de células antes do gradiente de ficoll (Figura 20 A).
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Analisando o video feito de cada poco das culturas onde é possivel verificar uma
alteragao na mobilidade apresentada por L. braziliensis nos diferentes tratamentos,
observa-se que no pog¢o tratado com enzima ocorre uma maior movimentacio dos
parasitos quando comparado aos dois controles, sendo um indicio que a enzima
possa estar agindo no mecanismo de metaciclogénese. Em anadlise de contagem
de células recuperadas apos o gradiente de ficoll € possivel observar que ocorre
uma variagao entre os diferentes tratamentos, sendo que existe uma tendéncia de
maior recuperagao quando o tratamento é feito apenas com a enzima (figura 20 B).
Quando foi feita a adicdo de GTP ocorreu uma redu¢gado no numero de células totais
obtidas apos o gradiente. No entanto é visto que o tratamento com tampao
desencadeou uma alteracdo semelhante ao observado para o tratamento com a
enzima. Levando em consideracdo que no poco tratado com enzima existe o
mesmo volume de tampao, pode se pensar entdo que o efeito observado no pogo
tratado com enzima seja decorrente do tamp&o e ndo da enzima. Entretanto, no
video feito do pogo tratado apenas com tampao nao € observada uma alteragao na
mobilidade dos parasitos. De qualquer forma, € preciso fazer outros experimentos
mais especificos para determinar o quao exato estdo os dados obtidos pelo teste
de gradiente de ficoll.

Por fim, desconsiderando o dado do pogo tratado com tampéo, este resultado
sugere que, de alguma forma a enzima pode estar interferindo na metaciclogénese
e que esta interferéncia pode ser dependente da atividade, pois quando é
adicionado o GTP ocorre uma redugédo na metaciclogénese. Apesar de saber que a
adicao do GTP pode ser considerada uma suplementagdo do meio e que talvez o
efeito da adicdo do GTP esteja relacionado com nutricdo das células, existe
também a possibilidade de que, na presenca de GTP, a enzima né&o interagir com
as células ou acarretar em uma modificacido conformacional e levar a supressao do
efeito antes observado no tratamento sem o GTP. Por outro lado se o resultado do
poco tratado com tampéo estiver correto, possivelmente o efeito da enzima e GTP
seria justamente o oposto, inibindo a metaciclogénese, ja que nos pogos onde se
tem tratamento de enzima mais substrato ocorreu uma reducdo na
metaciclogénese, sendo que nestes pogos o tampéao esta presente também, pode-

se pensar que a enzima mais substrato estariam inibido o efeito do tampao.
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Figura 20: Dados preliminares do efeito dos diferentes tratamentos em culturas
axénicas de L. braziliensis. A) Interferéncia dos diferentes tratamentos no crescimento da L.
braziliensis. B) Interferéncia dos tratamentos e na metaciclogénese de promastigotas de L.
braziliensis. O indice 1 (linha tracejada), representa os valores obtidos para o controle do
experimento (sem tratamento), assim todos valores acima ou abaixo da linha pode ser
considerado como efeito do tratamento.
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6. CONCLUSOES

No presente estudo foi possivel fazer diversas analises comparativas entre as E-

NTPDases de Leishmania e Trypanosoma (quando é dito todas E-NTPDases de

Leishmania e Trypanosoma é uma referéncia as enzimas das espécies estudadas

neste trabalho). Dentro destas analises foi possivel verificar:

As NTPDases-1 (mais proximas no agrupamento) estdo mais
correlacionadas entre si enquanto e as NTPDases-2 também estao mais
correlacionadas entre si, portanto as isorformas sdo mais distantemente
relacionadas.

Todas as NTPDase-1 compartiham uma possivel ponte de dissulfeto
exclusiva.

As NTPDases-1 de Leishmania sao possivelmente secretadas, enquanto
que as isoformas de Trypanosoma sao possivelmente proteinas de
membrana.

As NTPDases-1 de Leishmania compartilham pelo menos um sitio de N-
glicosilagdo conservado, o0 mesmo pode ser dito para as NTPDases de
Trypanosoma.

As NTPDases-1 de Leishmania compartiham uma ponte dissulfeto
conservada que nao existe nas de tripanosoma, sendo que as cisteinas
que compdem esta ponte dissulfeto sao correspondentes as cisteinas
(C244-C264) da NTPDase de L. pneumophila que participam de uma
ponte dissulfeto descrita no trabalho (Vivian et al., 2010).

As NTPDases-2 parecem ser proteinas ancoradas a membrana, todas
compartilham uma ponte dissulfeto predita.

As NTPDases-2 de Leishmania apresentam um unico sitio de N-
glicosilagdo conservado.

A T. brNTPDase-2 pode estar presente na mitocondria, neste caso esta
seria a primeira vez que uma E-NTPDase estaria localizada em

mitocondria.

A comparagao de caracteristicas bioquimicas apresenta grande discrepancia

entre as NTPDases:
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e A L. m NTPDase-2 apresenta capacidade de hidrélise de dois
nucleotideos (GDP e UTP) que a L.i NTPDase-2 ndo é capaz de
hidrolisar.

e A L. i NTPDases-1 apresenta especificidade para GTP, o que nao foi
observado na L.i NTPDase-2.

Para o estudo de expressao heterdloga da L.i NTPDase-1 foi possivel concluir:

e Foi possivel expressar a enzima em sua forma soluvel em vetor de
expressao de sistema bacteriano. A enzima foi expressa e purificada com
sucesso, no entanto é preciso melhorar a etapa de purificagao para obter
um melhor rendimento em proteina ativa.

A proteina recombinante apresentou atividade nucleotidasica, o que indica que
mesmo removendo o porgao correspondente ao peptideo sinal obtivemos uma
proteina ativa.

e A atividade nao parece ser dependente de nenhuma ponte dissulfeto
acessivel na proteina enovelada, ja que em testes na presenca de DTT
nao ocorreram alteragdes significativas da atividade enzimatica.

¢ A enzima apresenta apenas atividade GTPasica. Esta especificidade nao é
condizente com o nome da enzima anotada no GeneBank(guanosine
diphosphatase), sendo necessario a modificagdo para Guanosine
Triphosphatase (GTPase)

e A enzima apresentou atividade GTPasica maior em pH acido (5,5-6).

e Sugere-se a participagdo da enzima no processo de metaciclogénese de

Leishmania braziliensis.

61



7. PERSPECTIVAS

Os estudos sobre E-NTPDases de parasitos mais especificamente de
Leishmania, ainda estdo em um estagio inicial. Para que seja possivel obter
informagdes sobre o real papel destas enzimas na biologia destes parasitos € preciso
um longo estudo bioquimico e biolégico das mesmas. Dentro deste contexto, o
presente trabalho apresenta dados superficiais sobre a caracterizagcdo e possivel
funcdo da L.i NTPDase-1. Desta forma, um estudo mais aprofundado sobre as
caracteristicas bioquimicas e a fungéo biolégica desta enzima se faz necessario.

E preciso avaliar a dependéncia de cation o que poderia trazer grandes
informagdes sobre em que momento esta enzima poderia estar agindo na célula com
maior intensidade. E preciso determinar o K., para GTP, bem como fazer a analise de
inibidores. Dentro do estudo de fungdo é preciso confirmar os dados obtidos nos
experimentos com L. braziliensis e verificar se este efeito ocorre também em L.
infantum chagasi e para isto € preciso fazer um estudo mais especifico neste sentido,
ja que o gradiente de ficoll pode causar um viés na analise e como foi observado um
dado contraditério no tratamento com tampao, um experimento especifico para
isolamento e contagem de formas metaciclica se faz necessario. Mesmo que se
comprove o efeito da L. i NTPDase-1 na cultura de Leishmania é preciso confirmar a
localizacdo desta enzima na célula para assim poder se afirmar com maior
propriedade que o efeito ocorre naturalmente nestas espécies.

Também é preciso fazer experimento para obter melhores rendimentos na
purificacdo. Esta melhoria pode ser feita por alteracdo pontual no experimento, onde
teria de se tentar obter uma maior solubilidade da recombinante obtida dos corpos de
inclusdo ou mesmo fazer uma alteragdo extensa em todo o processo de expressao,
visando a obtengdo da enzima na forma soluvel. Para isso, teria de se mudar o
protocolo de expressao, alterando a temperatura e ou 0 meio de cultura usado, ja que,
fazendo estas alteracdes, pode se obter um menor nivel de expressao que acarreta
em uma maior solubilidade, evitando ou diminuindo a formacéao de corpos de inclusao.

Estas melhorias s&o cruciais para a continuacao do trabalho.
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10. ANEXO 2

contagem de Leishmanias antes e depois do gradiente de ficoll dia 07-12-201

Antes do Gradiente

Ensaio n° por ml n° total de células

Tratamento com 100 ul tampao de atividade ( controle) 5,45x 107 1,09 x 108
Tratamento com 0,43 ug/ml 5,05 x 107 1,01 x 108

Tratamento com 0,43 pg/ml + 0,0438 mM de GTP 5,76 x 107 1,15 x 108
Tratamento com 0,0438 mM de GTP 6,075 x 107 1,21 x 10°
Tratamento com 2,14 pyg/ml + 0,0438 mM de GTP 6,775 x 107 1,35 x 108
Sem tratamento 4,98 x 107 9,96 x 107

contagem de Leishmanias antes e depois do gradiente de ficoll dia 07-12-201

Antes do Gradiente

Ensaio

% do crescimento das células

Tratamento com 100 ul tamp&o de atividade ( controle)

109,437751

Tratamento com 0,43 pg/ml

101,4056225

Tratamento com 0,43 pg/ml + 0,0438 mM de GTP

115,4618474

Tratamento com 0,0438 mM de GTP

121,4859438

Tratamento com 2,14 ug/ml + 0,0438 mM de GTP

135,5421687

Sem tratamento

100
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contagem de Leishmanias antes e depois do gradiente de ficoll dia 18-12-201

Antes do Gradiente

Ensaio n°porml |n°total de células
Tratamento com 100 ul tamp3o de atividade ( controle) 4,4x 10’ 8,8x 10’
Tratamento com 0,43 pg/ml 4,55 x 10 9,10x 10
Tratamento com 0,43 pug/ml + 0,0438 mM de GTP 4,25 x 10’ 8,5x 10
Tratamento com 0,0438 mM de GTP 3,8x 10’ 7,6 x 10’
Tratamento com 2,14 ug/ml + 0,0438 mM de GTP 2,65 x 10’ 5,3x 10’
Sem tratamento 3,075 x 107 6,15 x 107

contagem de Leishmanias antes e depois do gradiente de ficoll dia 18-12-201

Antes do Gradiente

Ensaio % do crescimento das células
Tratamento com 100 ul tampdo de atividade ( controle) 143,0894309
Tratamento com 0,43 ug/ml 147,9674797
Tratamento com 0,43 pg/ml + 0,0438 mM de GTP 138,2113821
Tratamento com 0,0438 mM de GTP 123,5772358
Tratamento com 2,14 pg/ml + 0,0438 mM de GTP 86,17886179
Sem tratamento 100

contagem de Leishmanias antes e depois do gradiente de ficoll dia 18-12-201

depois do Gradiente

Ensaio % do crescimento das células
Tratamento com 100 ul tamp3do de atividade ( controle) 544,6808511
Tratamento com 0,43 pg/ml 48,93617021
Tratamento com 0,43 pg/ml + 0,0438 mM de GTP 1404,255319
Tratamento com 0,0438 mM de GTP 251,0638298
Tratamento com 2,14 pg/ml + 0,0438 mM de GTP 46,80851064
Sem tratamento 100
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contagem de Leishmanias antes e depois do gradiente de ficoll dia 22-12-201

Antes do Gradiente

Ensaio n° por ml [n°total de células
Tratamento com 100 ul tamp3ao de atividade ( controle) 3,6 x 10 7,2 x 10’
Tratamento com 0,43 pg/ml 2,8x 10’ 5,6 x 107
Tratamento com 0,43 pg/ml +0,0438 mM de GTP 5,17 x 10’ 1,034x 10°
Tratamento com 0,0438 mM de GTP 3,7x 10’ 7,4x 107
Tratamento com 0,853 ug/ml + 0,0438 mM de GTP 3,17 x 10’ 6,34 x 10’
Sem tratamento 3,85x 107 7,7 x 10

contagem de Leishmanias antes e depois do gradiente de ficoll dia 22-12-201

Antes do Gradiente

Ensaio % do crescimento das células
Tratamento com 100 ul tampao de atividade ( controle) 93,50649351
Tratamento com 0,43 pg/ml 72,72727273
Tratamento com 0,43 pg/ml + 0,0438 mM de GTP 134,2857143
Tratamento com 0,0438 mM de GTP 96,1038961
Tratamento com 2,14 pg/ml + 0,0438 mM de GTP 82,33766234
Sem tratamento 100

contagem de Leishmanias antes e depois do gradiente de ficoll dia 22-12-201

depois do Gradiente

Ensaio % do crescimento das células
Tratamento com 100 ul tampdo de atividade ( controle) 74,32432432
Tratamento com 0,43 pg/ml 529,7297297
Tratamento com 0,43 pg/ml +0,0438 mM de GTP 398,6486486
Tratamento com 0,0438 mM de GTP 183,7837838
Tratamento com 2,14 pg/ml +0,0438 mM de GTP 113,5135135
Sem tratamento 100
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contagem de Leishmanias antes e depois do gradiente de ficoll dia 01-01-2011 primeira placa
Antes do Gradiente

Ensaio n° por m| n° total de células
Tratamento com 100 ul tamp&o de atividade ( controle) 3x10° 6x 10°
Tratamento com 0,43 pg/ml 2,5x 10° 5x 10°
Tratamento com 0,43 pg/ml +0,0438 mM de GTP 3x10° 6x 10°
Tratamento com 0,0438 mM de GTP 3x10° 6x10°
Tratamento com 2,14 pg/ml +0,0438 mM de GTP 3x10° 6x10°
Sem tratamento 5x 10 1x 10°

contagem de Leishmanias antes e depois do gradiente de ficoll dia 01-01-11
Antes do Gradiente

Ensaio % do crescimento das células
Tratamento com 100 ul tamp&o de atividade ( controle) 600
Tratamento com 0,43 pg/ml 500
Tratamento com 0,43 pg/ml +0,0438 mM de GTP 600
Tratamento com 0,0438 mM de GTP 600
Tratamento com 2,14 pg/ml +0,0438 mM de GTP 600
Sem tratamento 100

contagem de Leishmanias antes e depois do gradiente de ficoll dia 01-01-11
depois do Gradiente
Ensaio % do crescimento das células

Tratamento com 100 ul tamp3o de atividade ( controle) 109,375
Tratamento com 0,43 pg/ml 152,7777778
Tratamento com 0,43 pg/ml +0,0438 mM de GTP 110,0694444

Tratamento com 0,0438 mM de GTP 178,125
Tratamento com 2,14 pg/ml +0,0438 mM de GTP 164,2361111

Sem tratamento 100
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