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RESUMO

VASCONCELLOS, Raphael de Souza, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
Julho de 2010. Expressdo heterdloga e caracterizacdo bioquimica da
nucleosideo trifosfato difosfohidrolase-2 (NTPDase-2) de Leishmania
infantum chagasi. Orientadora: Juliana Lopes Rangel Fietto. Coorientadores:

Leandro Licursi de Oliveira e Marcia Rogéria de Almeida Lamego.

A leishmaniose visceral € uma doenga grave, responsavel por cerca de
57 mil mortes por ano em todo o mundo, sendo a Leishmania chagasi o agente
etiolégico da leishmaniose visceral no novo mundo. Os parasitos do género
Leishmania fazem parte da familia Tripanosomatidae, a qual se mostra incapaz
de sintetizar purinas pela sintese de novo. Acredita-se que as nucleosideo
trifosfato difosfohidrolases (NTPDases) participem do processo de captagdo de
purinas, parte da via de salvacdo realizada por esses parasitos, e até mesmo
modulem as respostas do sistema imune, pela hidrélise de nucleotideos
envolvidos com a sinalizagdo purinérgica. Neste trabalho foi realizada a
expressdo heterdloga em sistema pET21b(+) e caracterizagdo enzimatica de
uma NTPDase mapeada no genoma da espécie Leishmania chagasi, aqui
denominada de LcNTPDase-2 por existir um outro paralogo (LcNTPDase-1),
mais similar a isoforma TcNTPDase-1 de Trypanosoma cruzi. A enzima
recombinante LcNTPDase-2 mostrou uma preferéncia pelos nucleotideos GTP,
UDP e ADP quando na presenga de magnésio, e foi inativa na auséncia deste
ion e presenca do cofator calcio. Ensaios de atividade UDPasica na
dependéncia de pH mostraram que a faixa de pH onde a enzima possui maior
atividade esta entre 7,0 e 8,0. Os compostos ARL 67156, suramina, molibidato
de aménio, azida sédica e gadolinio foram testados como inibidores da
atividade UDPasica, apresentando uma inibicdo de 97% na presenca de
300uM de Gadolinio e 58% com 3 uM molibidadato de aménio. Ensaios para o
estudo da atividade em funcdo da presengca de mondmeros ou oligbmeros
também foram realizados e a enzima mostrou-se mais ativa quando na forma
de mondmeros. Grandes agregados protéicos foram observados e né&o

exibiram atividade enzimatica, porém, apos a adicdo de 10 mM de DTT a
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enzima mostrou uma recuperagao pequena da atividade. Existem fortes
indicios de que haja uma correlagdo entre essa familia de proteina e a
viruléncia de alguns parasitos, como ocorre com Toxoplasma gondii e

Trypanosoma cruzi.



ABSTRACT

VASCONCELLOS, Raphael de Souza, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
July, 2010. Heterologus expression and biochemical characterization of
Leishmania infantum chagasi nucleoside triphosphate
diphosphohydrolase-2 (NTPDase-2). Adviser: Juliana Lopes Rangel Fietto.
Co-advisers: Leandro Licursi de Oliveira and Marcia Rogéria de Almeida

Lamego.

Visceral leishmaniasis is a severe disease, responsible for about 57.000
deaths per year all over the world, having Leishmania chagasi as the etiological
agent in the New World. Protozoa of the genus Leishmania belong to the
Tripanosomatidae family, wich is incapable of synthetize the purine ring. It is
believed that the nucleoside triphosphate diphosphohydrolases (NTPDases)
might play a role in purine salvage pathway, and even modulate the host
immune system by hydrolysis of nucleotides involved with purinergic signalling.
In this work we performed the heterologous expression in pET21b(+) and
enzymatic characterization of a NTPDase maped on Leishmania chagasi
genome, here named LcNTPDase-2 because a paralog (LcNTPDase-1), more
similar to the isoform TcNTPDase-1 de Trypanosoma cruzi. The recombinant
enzyme LcNTPDase-2 showed a preference for GTP, UDP e ADP in presence
of magnesium, and had no activity in absence of magnesium and presence of
calcium. UDPase activity assays in dependence of pH showed that the activity
was enhanced at 7,0 e 8,0. The compounds ARL 67156, suramin, ammonium
molybdate, sodium azide and gadolinium, were tested as UDPase activity
inhibitors and presented 97% inibition in presence of gadolinium at 300uM and
58% in presence of ammonium molybdate at 3uM. We also performed assays
to study the activity as a function of the presence of oligomers or monomers,
where only the last one was active. Large protein aggregates were observed,
but only showed activity in the presence of DTT at 10mM. There is strong
evidence that exist a correlation between this family of proteins and the
virulence of some parasites, such as with Toxoplasma gondii e Trypnosoma

cruzi.



1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenga grave, e tem a Leishmania
chagasi como principal agente etiolégico no novo mundo. A LV apresenta uma
incidéncia de 500 mil casos por ano, sendo 60% no subcontinente Indiano
(india, Bangladesh e Nepal), principalmente entre as populacdes mais pobres
em areas rurais, e tem sido considerada um problema de saude publica
emergente devido ao seu aparecimento nos grandes centros urbanos. O
desenvolvimento de novas estratégias para o controle dessa parasitose se faz
cada vez mais necessario, uma vez que 57 mil pessoas morrem a cada ano
vitimas de leishmaniose (WHO, 2008).

Estudos sugerem a participagdo das nucleosideo trifosfato
difosfohidrolase (NTPDases) na viruléncia e aquisigao de purinas por parasitos,
como na Doenga de Chagas (Santos et al., 2009), Toxoplasmose (Asai et al.,
1995) e Leishmaniose (De Almeida Marques-Da-Silva et al., 2008). Os
parasitos do género Leishmania s&o incapazes de realizar a biossintese de
novo de nucleotideos de purinas e necessitam de uma via de salvagao para
satisfazer suas necessidades deste nucleotideo (Marr et al., 1978). Diversos
estudos tém relacionado a importdncia do metabolismo de nucleotideos
extracelulares com o estabelecimento da infecgao por Leishmania sp (Berredo-
Pinho et al., 2001; Maioli et al., 2004; De Almeida Marques-Da-Silva et al.,
2008; De Souza et al., 2010).

As NTPDases sdo ectonucleotidases importantes descritas, na sua
maioria, como proteinas de membrana localizadas externamente ou secretadas
na forma soluvel, sendo caracterizadas por terem cinco regides conservadas
de apirase (ACR1 a ACRS5), e possuirem a habilidade de degradar nucleotideos
tri e difosfatados (NTPs e NDPs) até a forma monofosfatada. Os nucleotideos
monofosfatados podem entdo servir como substrato para as ecto-5'-
nucleotidases, que promovem a liberacdo das nucleobases como a adenosina
(Vasconcelos et al., 1996; Grinthal et al., 2004).
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As NTPDases possuem um papel importante em endoparasitas,
desativando respostas do hospedeiro envolvidas com sinalizagdo por
nucleotideos, usualmente ATP ou ADP (Sansom, Robson et al., 2008). Como
os nucleotideos estédo presentes em altas concentragdes no interior das células
e em baixas concentragcdes no exterior, seu aumento no espaco extracelular
pode ser interpretado como sinal de injuria (La Sala et al., 2003). Além disso,
estas enzimas exercem um papel sobre a inflamagdo e a resposta imune
mediada por ATP e ADP extracelular (Mizumoto et al., 2002).

Estudos anteriores do nosso grupo e sequéncias depositadas no
GenBank demonstram a presenca de membros desta familia de proteina em
outros tripanossomatideos, como Trypanosoma cruzi (Fietto et al., 2004), dois
genes codificantes de NTPDases em Leishmania major (Gl — 68125368,
isoforma menor e Gl — 68124641, isoforma maior), trés em L. chagasi (Gl —
146081775 e Gl — 134068433, ambos isoforma menor e Gl — 146079011,
isoforma maior) e dois em Leishmania braziliensis (Gl — 134060473, isoforma

menor e Gl — 134059793, isoforma maior).

Como forma de estudar a capacidade nucleotidasica das NTPDases de
Leishmania, neste trabalho nds expressamos e caracterizamos a enzima que
foi denominada de LcNTPDase-2 de L. chagasi, sendo este um passo
importante para a elucidacdo da funcdo desta proteina na infeccdo por

Leishmania e para o desenho racional de novas drogas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LEISHMANIOSE

A leishmaniose encontra-se espalhada por 22 paises do novo mundo e
66 nagdes do velho mundo, tendo sido encontrada inicialmente no sudeste da
Asia, leste da Africa e Brasil (WHO, 2008). A infeccdo em humanos é
observada em 16 paises da Europa, incluindo Francga, ltalia, Grécia, Malta,
Espanha e Portugal (WHO, 2008). Sdo estimados 500 mil novos casos de
leishmaniose visceral e mais de 50 mil mortes por ano, numeros que sao

somente superados pela malaria (Chappuis et al., 2007).

O género Leishmania pertence a ordem Kinetoplastidae e a familia
Trypanossomatidae e pelo menos 20 espécies de Leishmania sao transmitidas
pela picada das fémeas de mais de 30 espécies de flebotomineos, sendo
transmitida por insetos do género Phlebotomus no velho mundo e Lutzomya no
novo mundo (Desjeux, 1996; Kamhawi, 2006). A diversidade de formas clinicas
mostra a complexidade da doenca: A leishmaniose visceral (LV) é considerada
a forma mais grave, e pode ser fatal quando nao tratada; A leishmaniose muco-
cutédnea (LMC) pode causar mutilagdes em regides de mucosa; A leishmaniose
cutanea difusa (LCD) é caracterizada pela longa duragdo sendo geralmente

insensivel as drogas disponiveis (Desjeux, 2004).

A LV é causada principalmente por duas espécies de Leishmania:
Leishmania donovani no velho mundo e Leishmania infantum, no novo mundo.
Atualmente, L. chagasi é considerado sindbnimo de L. infantum, sendo que
alguns autores a denominam L. infantum chagasi, como aqui sera mencionada
(Shaw, 2006). A LV afeta geralmente as comunidades mais pobres em areas
rurais, € € caracterizada por ser uma zoonose que acomete as visceras com
alteragbes patoldgicas importantes como esplenomegalia, hepatomegalia e
alteragdes na medula Ossea (Ministério da Saude, 2006). A crescente

expanséao da leishmaniose no mundo se deve ao aumento de diversos fatores,



como: migracdo, desmatamento, urbanizacdo e hospedeiros humanos

susceptiveis a infecgdo como imunossuprimidos e desnutridos.

Os dados epidemiolégicos de 1996 a 2006 revelam a periurbanizacao e
a urbanizacido da leishmaniose visceral, destacando-se os surtos ocorridos no
Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG), Aracatuba (SP), Santarém (PA),
Corumba (MS), Teresina (PI), Natal (RN), Sao Luis (MA), Fortaleza (CE),
Camacari (BA), destacando-se em 2006 as epidemias ocorridas nos municipios
de Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Palmas (TO) (Ministério da
Saude, 2006). As areas de transmissdo da doenga no Brasil estédo

representadas na Figura 1.

Legenda
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Figura 1: Distribuicdo dos casos de leishmaniose visceral autdtctone segundo
municipio, em 2002. Fonte: Manual de Vigilancia e Controle da Leishmania Visceral, Ministério
da Saude, 2006.




O ambiente caracteristico de ocorréncia da LV é aquele onde ha um
baixo nivel socioecondmico, prevalente em grande parte no meio rural e na
periferia dos grandes centros. Porém, nos ultimos anos essa estrutura vem se
modificando, especialmente na regido Sudeste e Centro-Oeste, onde a LV ja se
encontra urbanizada (Ministério da Saude, 2006). Um forte ponto a ser
combatido € o controle da infeccdo em animais como o cao, atualmente
considerado o principal reservatério dos parasitos, sendo de grande
importancia epidemiolégica devido a sua proximidade com o homem,

contribuindo enormemente para o processo de manutencgao da leishmaniose.

Os parasitos alternam entre as formas denominadas amastigotas,
intracelulares no hospedeiro vertebrado, e promastigotas, extracelulares no
hospedeiro invertebrado. A infeccdo do vetor € iniciada quando o mesmo se
alimenta de sangue contento macrofagos infectados com a forma amastigota.
O parasito se aloja no intestino e a partir dai comega uma série de estadios de
desenvolvimentos especificos. Cada um desses estadios € caracterizado por
mudangas morfoldgicas e funcionais destinadas a garantir sua sobrevivéncia
dentro do hospedeiro invertebrado. Fora do hospedeiro vertebrado, seu ciclo de
vida fica restrito ao trato digestivo do flebotomineo. O hospedeiro vertebrado é
infectado quando as formas promastigotas metaciclicas sdo inoculadas pelas
fémeas dos flebotomideos durante o repasto sanguineo. Apés a internalizagéo
em macréfagos, as formas promastigotas sdo encontradas no vacuolo
parasitéforo, onde se transformam nas formas arredondadas amastigotas,

concluindo o ciclo de vida natural destes parasitos (Kamhawi, 2006).

2.2 SINALIZACAO PURINERGICA

Em 1929 Lohmann, Fiske e Subbarow descobriram o ATP (Fiske et al.,
1929). No mesmo ano, Drury e Szent-Gybdgyi mostraram que extratos de
musculo cardiaco, cérebro, rim e bago exerciam efeitos profundos, como
reducao na frequéncia cardiaca, dilatagdo de vasos sanguineos coronarianos e
inibicdo da atividade da musculatura lisa do intestino (Drury et al., 1929). Em
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1931 as purinas também demonstraram ter acgdes fora do sistema
cardiovascular, mostrando serem capazes de promover contragdes na
musculatura do utero e intestino (Bennet et al., 1931). Outros estudos
confirmaram que nucleotideos e nucleosideos de purinas eram capazes de
exercer agdes vasodilatadoras nas coronarias (Bennet et al., 1931; Winbury et
al., 1953).

Em 1972, houve a grande descoberta do ATP como neurotransmissor em
nervos nao-adrenérgicos e n&o-colinérgicos (NANC) (Burnstock, 1972). Alguns
experimentos de Burnstock em intestino e bexiga mostraram que o ATP era um
dos neurotransmissores liberados por nervos distintos dos colinérgicos ou

noradrenérgicos.

Os purinoceptores foram definidos em 1976 (Burnstock, 1976), e dois anos
depois foram classificados em 2 tipos (P1 e P2) e 4 subtipos. Os receptores P1
foram clonados e denominados de A, Aza, Az € Az sendo sensiveis a
adenosina e inosina (Burnstock, 1976). Em 1985 os receptores P2, sensiveis a
ATP, ADP, UTP e UDP, foram subdivididos em P2X e P2Y (Burnstock et al.,
1985). Em 1993 e 1994 os receptores P2Y e P2X foram clonados e
caracterizados como sendo acoplados a proteina G ou como canais idnicos,

respectivamente (Lustig et al., 1993; Valera et al., 1994).

O efeito funcional desencadeado por cada subtipo de receptor P1
dependera da proteina G acoplada em cada um deles. Os receptores A e As
sdo acoplados a adenilato ciclase através da subunidade a da proteina Gjp.
Estes dois receptores quando ativados possuem uma acdo inibidora sob a
atividade da adenilato ciclase. Ja os receptores A, possuem uma agao inversa,
estimulando a adenilato ciclase através da proteina Gs. Os receptores A,z em
humanos também podem estar acoplados a proteina Gg11, agindo na regulagéo
da atividade da fosfolipase C (Burnstock, 2007).

Os receptores tipo canal P2X podem possuir de 379 a 595 residuos de
aminoacidos (sendo P2X; o maior e P2Xs 0 menor) (Collo et al., 1996). Este
tipo de receptor pode ser encontrado em células de mamiferos, como

neurdnios, células musculares, epiteliais, 6sseas e células do sistema imune.



Ambas as extremidades N- e C-terminais do receptor estdo voltadas para o
meio intracelular (Collo et al., 1996). O mecanismo de transporte envolvido na
liberagdo de ATP ainda ndo € bem conhecido. Porém, ha evidéncias da
liberagdo de ATP por exocitose de vesiculas nos nervos (Burnstock, 2006).
Para os tecidos ndo-neuronais varios mecanismos tem sido propostos, como a
participacao de transportadores ABC, hemi-canais de conexina ou panexina ou
a possibilidade de canais idnicos voltagem-dependente, bem como a liberagéo

vesicular (Burnstock, 2006).

Cada regido transmembrana desempenha uma fungdo diferente. A
primeira transmembrana esta relacionada com abertura e fechamento do canal
e a segunda envolve o poro iénico (Jacobson et al., 2002). A maior parte do
receptor esta voltada para o meio extracelular, onde estédo os sitios de ligacao
para agonistas que, quando reconhecidos pelo receptor, causam a abertura do

canal catiénico nao seletivo (Burnstock, 2007).

Em estudos com receptores recombinantes foi demonstrado que sua
atividade pode ser regulada por uma proteina G acoplada a outro receptor,
como os P2X de neurbnios que sao regulados por proteinas G de receptores
de serotonina (Nakazawa et al., 1994). O P2X, tem sua atividade influenciada
por receptores como P2Y4 P2Y,, mGluR1a (receptor de glutamato) e 5-HT2A
(receptor de serotonina) (Roberts et al., 2006). Apés a ativagdo de uma
proteina G por qualquer um destes receptores, ocorre a ativacdo de PKC que
fosforila o receptor na regido N-terminal que, por sua vez, desencadeia o
controle do canal (Vial et al., 2004). Outra caracteristica interessante é que o
receptor P2X; é fosforilado por uma ecto-PKC, o que sugere mais uma forma
de regular a funcédo deste receptor de modo especifico (Wirkner et al., 2005).
Considerando que um mesmo agonista pode ativar varios receptores, esta
seria uma forma da célula garantir qual o receptor deve ser ativado em um

dado momento.

Da mesma forma que em outros canais idnicos, a unidade funcional dos
receptores P2X ¢é formada por proteinas oligoméricas, podendo ser
homodiméricas (P2X4, P2X,, P2Xs3, P2X4, P2Xs, P2X7;) ou heterodiméricas
(P2X112, P2X114, P2X1s5, P2X2/3, P2X2s6, P2X4/6, P2X4/7) (Fu et al., 2009).



Dentre os receptores P2X, o P2X; é o receptor predominantemente
expresso em ceélulas imunoldgicas, e sua ativagcdo é dependente de altas
concentracbes de ATP, estimulando a liberacdo de IL-13 e respostas
inflamatédrias. A ativacdo dele também esta envolvida na inducdo de TGF-1
em uma via dependente de PKC e MAPK (Wang et al., 2003).

Os receptores P2Y sao compostos por sete dominios transmembrana e
podem possuir de 308-377 residuos de aminoacidos, sendo a extremidade N-
terminal voltada para o meio extracelular e a C-terminal voltada para o meio
intracelular. S4o aceitos como receptores funcionais, P2Y4, P2Y,, P2Y,4, P2Ys,
P2Y44, P2Y42, P2Y13 € P2Yq4 (Von Kugelgen, 2006). A primeira sequéncia
identificada destes receptores foi a do P2Y4, sendo utilizados estudos de
similaridade estrutural com a rodopsina (interagdo com proteina G), para
possibilitar a identificacdo dos aminoacidos carregados positivamente nas
regides transmembrana 3, 6 e 7, que poderiam estar envolvidos na interagao
com ATP (Van Rhee et al., 1995). Existem outras proteinas homadlogas ao P2Y
(P2Ys, P2Y7, P2Yy e P2Y10), mas elas ndo possuem a funcionalidade deste
receptor (Ralevic et al., 1998). Diferentemente do P2X, o receptor P2Y esta
presente na célula na forma de mondmeros e sempre acoplado a proteina G.
Outra caracteristica interessante destes receptores € que seus genes néao
possuem introns na regido codificante, com excegédo do receptor P2Y;. Os
receptores P2Y4, P2Y,, P2Y, e P2Y,, estdo associados ao aumento de IP; e
calcio intracelular. Ja o receptor P2Y 4, quando ativado por ATP, causa um
aumento de IP; e ;AMP, mas quando ativado por UTP, desencadeia uma
mobilizacdo de calcio sem aumentar as concentragbes de IP; e AMP
(Abbracchio et al., 1998).

Um efeito importante da ativacdo dos receptores P2Y por ADP ¢é a
agregacao plaquetaria, sendo que o processo de agregagao ocorre atraves de
ativacdo de varios receptores, inclusive P2X; (North, 2002; Von Kugelgen,
2006). Portanto, nao significa que P2Y seja o unico a participar desta
sinalizagdo, mas aparentemente é o principal. Estes receptores também estéo
relacionados com a proliferacdo de macréfagos, principalmente os receptores

mais especificos para nucleotideos de uracila, como P2Y, P2Y, e P2Ys O



receptor P2Y, em neutrdéfilos esta também, aparentemente, ligado a processos

de degranulacao e producgao de superoéxidos (Seifert et al., 1989).

Devido ao importante papel do ATP no meio intracelular, houve certa
resisténcia ao conceito de que ele exerceria um papel extracelular, pensando
que as ceélulas nao liberariam uma molécula tdo fundamental para sua
fisiologia, e que seu tamanho e carga n&o permitiiam uma simples difusdo
através da membrana (Chaudry, 1982). No entanto, logo foi demonstrado que
0s nucleotideos eram capazes de exercer efeitos extracelulares importantes
em diferentes 6rgdos e tecidos. Nucleotideos de purinas e pirimidinas s&o
importantes reguladores de diversas fungdes celulares. Alteragdes na fisiologia
da sinalizagdo purinérgica podem resultar no desenvolvimento de uma

variedade de patologias, inclusive do sistema imune (Abbracchio et al., 1998).

2.3NTPDASEs

As NTPDases s&o ectonucleotidases descritas na sua maioria como
proteinas de membrana localizadas externamente ou secretadas na forma
soluvel, sendo caracterizadas por terem cinco regides conservadas de apirase
(ACR1 a ACRS5), e possuirem a habilidade de degradar nucleotideos tri e
difosfatados (NTPs e NDPs) até a forma monofosfatada (Herbert Zimmermann,
2001; Robson et al., 2006). Os nucleotideos monofosfatados podem entéo
servir como substrato para a ecto-5-nucleotidase, que promove a liberacido de
nucleobases como a adenosina (Herbert Zimmermann, 2001). Acredita-se que
as principais fungdes dessas enzimas sejam produzir nucleobases para rota de
salvacao de purinas e controlar a concentragao extracelular dos nucleotideos e
seus metabdlitos, controlando de forma indireta processos ativados por estas
moléculas, como controle de processos inflamatorios e reacdes imunes
(Vasconcelos et al., 1996; Grinthal et al., 2004).

A concentragcido extracelular de adenosina, AMP, ADP e ATP, depende

da sua liberagédo pela célula e sua degradagao, que € regulada por varias



enzimas que medeiam a hidrdlise de nucleosideos trifosfatados a nucleosideos
no espago extracelular. As reagdes iniciais sao realizadas por NTPDases e

ecto-nucleotideo fosfodiesterases.

Acredita-se que ecto-NTPDases possuam papel em endoparasitas,
desativando respostas do hospedeiro envolvidas com sinalizagdo por
nucleotideos extracelulares, especialmente ATP e ADP (Maioli et al., 2004;
Sansom, Robson et al., 2008). Colaborando com esta hipétese, ja esta descrito
na literatura que estas enzimas exercem um papel modulador sobre a
inflamacédo e a resposta imune mediada por ATP e ADP extracelular em
mamiferos (Mizumoto et al., 2002). Diversos trabalhos mostram a importancia
das NTPDases na infeccdo causada por protozoarios patogénicos, indicando
uma correlagdo entre a atividade destas enzimas e a viruléncia (Berredo-Pinho
et al., 2001; De Almeida Marques-Da-Silva et al., 2008; Santos et al., 2009). A
infeccdo de camundongos C57BL/6 por Leishmania amazonensis € capaz de
induzir um aumento na produgao de citocinas antiinflamatérias, relacionado
provavelmente a capacidade de gerar AMP, gracas a atividade ATPasica,
diminuindo a produgdo de citocinas inflamatérias e permitindo assim o
estabelecimento da infecgao (Maioli et al., 2004). As NTPDases de Leishmania
podem hidrolisar ATP e ADP (Maioli et al., 2004; De Almeida Marques-Da-Silva
et al., 2008).

A fim de fornecer paradmetros para o melhor entendimento do
mecanismo de viruléncia envolvendo a hidrdlise de nucleotideos na infecgao
por Leishmania e estudar uma forma de avaliar a participagdo das E-
NTPDases na infeccdo por parasitos, ndés buscamos a caracterizacao desta
enzima, verificando a capacidade de hidrélise dos diferentes nucleotideos
envolvidos na sinalizagdo celular. Neste sentido, a fim de determinar a
participacdo da LcNTPDase-2 na hidrolise de nucleotideos em L. infantum
chagasi noés expressamos essa proteina de forma heter6loga em sistema
bacteriano e realizamos caracterizagdes bioquimicas de preferéncia por
substrato, dependéncia de cation divalente, pH de atividade maxima e acao de

possiveis inibidores.

10



Sendo as E-NTPDases moléculas envolvidas com a viruléncia e infecgao
em tripanosomatideos, este € o primeiro passo para o desenho racional de
drogas inibidoras da LcNTPDase-2, para que possam ser testadas como

quimioterapicos para o tratamento da LV.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar bioquimicamente a LcNTPDase-2 de L. infantum chagasi.

expressa em sistema bacteriano.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar um modelo tridimensional para a LcNTPDase-2, baseado

nas proteinas da mesma familia com estrutura ja resolvida.
Clonar a LcNTPDase-2 em sistema de expressao bacteriano.

Expressar e purificar a LcNTPDase-2 produzida em sistema de

expressao bacteriano pET21b(+).

Produzir anticorpo policlonal anti-LcNTPDase-2 para uso em ensaios
posteriores.

Caracterizar a enzima bioquimicamente, em funcdo da dependéncia de

pH, cofator, e preferéncia por substrato.
Testar possiveis inibidores de NTPDases e outras ATPases.

Medir a atividade enzimatica em fungao do estado de oligomerizagao da

proteina.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Infectologia
Molecular Animal — LIMA, situado no Instituto de Biotecnologia Aplicado a
Agropecuaria — BIOAGRO, da Universidade Federal de Vigosa — UFV — MG.

4.1 MODELAGEM DA LCNTPDASE

A modelagem foi feita por homologia por intermédio do programa
MODELLER 9v7 (Sali et al., 1995). O template foi a proteina RnNTPDase-2 de
Rattus norvegicus numero de acesso Y11835, com 29% de identidade. Foram
gerados 100 modelos com 5 refinamentos de loop para cada modelo. O melhor
modelo gerado pelo Procheck 3.2 (Laskowski et al., 1993) teve seus loops
refinados manualmente. O alinhamento foi realizado por meio do programa
CLC Worbench 5.2, utilizando a configuragdo padrdo do programa. A predigéo
de estrutura secundaria foi realizada com o PSIPRED. A predicdo de pontes de
dissulfeto para a LcNTPDase-2 foi feita no servidor DIANNA 1.1 Web Server.
Todos os programas, exceto o MODELLER e o Procheck, foram utilizados com

as configuragdes padréao.

4.2 CLONAGEM DO ECTODOMINIO DA LCNTPDASE

Os clones contendo a ORF completa da LcNTPDase-2 de Leishmania
infantum chagasi M2682 foram produzidos previamente e armazenados a -
80°C. Um alinhamento com todas as isoformas de apirases de Leishmania
pode ser observado no anexo 1. A predicdo de peptideo sinal foi realizada com
o programa Signal-P (Bendtsen et al., 2004) e mostrou uma provavel

transmembrana N-terminal seguida de um sitio de clivagem entre os
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aminoacidos G31 e F32, porém, com uma curva de hidrofobicidade que se
estendia até o aminoacido P40. A confirmacdo da regiao hidrofdbica foi feita
utilizando-se o TMAP (Milpetz et al., 1995), que mostrou um segmento
transmembrana do aminoacido L17 ao L40. Apds as analises, os residuos
entre L41 e E425 foram classificados como pertencendo ao ectodominio. Para
a clonagem baseada em PCR dentro do vetor pET21b(+) (Novagen®) (figura 2),
os seguintes primers foram desenhados: 5’-agtagctagcatgctgctctcccca-3' e 5'-
agctcgagttccatcttgagcaggaa-3’. As regides flanqueadoras ao ectodominio
(negrito) 5 de ambos os primers possuem sitios de restricdo para as
endonucleases Nhel e Xhol (sublinhado). O amplicon de 1278pb foi digerido
com as mesmas enzimas de restricdo que o vetor. O fragmento final, apds a
digestdo e adigdo dos sitios de restricdo, cauda de hexa-histidina e algumas
bases a mais acrescentadas pelo vetor possuia 1191pb. Este fragmento foi
purificado do gel de agarose 1% com o kit PureLink™ Quick Gel Extraction Kit
(Invitrogen), bem como o vetor, de acordo com as especificagdes do fabricante,
e ressuspendido em 30 pyL de agua ultrapura estéril. Para reduzir a perda de

DNA durante a eluicéo, a agua foi aquecida a 70°C.

Para a escolha dos sitios de restricao, ndés pesquisamos nos programas
contidos no WORKBENCH (http://workbench.sdsc.edu) por enzimas de
restricdo que néo clivassem o gene da LcNTPDase-2 nem o vetor de clonagem

expressado pET21b(+), e que pudessem ser adicionadas nas extremidades 5°
dos oligonucleotideos. Dessa forma, apds a clonagem no vetor citado, as
enzimas soO clivariam a construgdo plamideo-vetor nas regides flanqueadas

pelos sitios enzimaticos inseridos.

As reagdes de amplificagao foram feitas para um volume final de 50 L,
utilizando 1 yL do DNA molde (DNA genémico com uma concentrag&o inicial de
aproximadamente 90ng/pL), 10pmol de cada oligonucleotideo, 5uL do tampéo
de reagao Pfu+MgSO4 10X (Promega) e agua estéril completando o volume.
As condi¢coes de amplificacdo consistiram de um passo inicial de desnaturagao
a 94°C/5min, 34 ciclos (94°C/30seg; 60°C/30seg e 72°C, 90seg), e o passo final
de 72°C/5min. Cerca de 5 pL do produto de PCR, misturados a 1uL de tampéo

tipo IV (azul de Bromofenol) (Sambrook et al., 1989), foram analisados por
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eletroforese em gel de agarose 1%, utilizando como padrédo de tamanho em
pares de base o GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas).

Ava l{158)
Xho l{158)
Not l{166)
Eag l{166)
Hind lli{173)
Sal l(179)
Sac li190)
EcoR l{192)
BamH l{193)

Sty 1(57)

- SgrA 1(383)
__—Sph l{53g)
_—EcoN li5a9)
~— PfIM l{546)
— ApaB |(748)
Sca l(4538)

Pvu li4428) Miu li1064)
Bcl l{1078)

\ ‘uy BstE ll(1245)

o
\Apa
camtionein| | PET:21a(+) il
T | r{iEBssHll(ms}
‘ | fEcoR V(1514)
\ MHpa 1(1570)

Bsa |(41IQJ-

AlwN I2581
e Oo‘( PshA I(1209)
£}
99))
' PpuM 12171)
Psp5 lli2171)
BspLU11 I(3165) —_— P Bpu10 I2271)
Sap li3049) ,f [ ] -
Bst1107 I2036) ! | 'BspG Ii2691)

Tth111 l2910) /

TT promoter primer #69348.3
>

TT promoter

Balll lae aperatar Xbal

Nae | Nhel TTeTag

T-2 LCagl
219 BamH1 EcoR1 Sacl  Sall Himdll _ Notl Xhol His-Tag

Bt 1021

T7 terminater

TT terminator primer #69337-3

pET-21a-d(+) cloning/expression region

Figura 2: Mapa do vetor pET21b(+). Esse vetor foi utilizado na clonagem da gene da
NTPDase de L. chagasi.
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O gel foi corado com brometo de etideo 0,5 pg/mL (Sigma), visualizado e

fotografado sob luz ultravioleta.

Bactérias DH5a foram transformadas com a construgdo e armazenadas
a -80°C com 10% de glicerol, até o momento da utilizagdo. As coldnias obtidas
durante todo o experimento foram crescidas separadamente em 5 mL de meio
LB/Ampicilina durante 16 horas a 37°C sob agitacdo a 180 rpm. O DNA
plasmidial dessas colbnias foi extraido utilizando-se o método de lise alcalina
(Sambrook, 1989). Os pellets de DNA plasmidial foram ressuspendidos em 30

ML de agua ultrapura estéril.

Todos os ensaios de clivagem enzimatica de DNA plasmidial foram
realizados a 37°C por 2 horas contendo 1 yL de uma enzima de restricdo (10
U/pL) e mais 2 horas contendo mais 1 uL (10 U/uL) da outra enzima de
restricdo. As reagdes foram realizadas da seguinte maneira: na primeira reagao
utilizou-se Nhel com o tampao Tango na concentracdo de 1X e na segunda
reacado adicionou-se ao meio reacional a enzima Xhol e acrescentou-se mais
1X do mesmo tampao para finalizar uma concentracdo de 2X. Tanto as
enzimas como o tampéao utilizados foram adquiridos da empresa Fermentas® e
os procedimentos seguidos de acordo com as especificagdes do fabricante. Os
produtos das reagdes de digestdo enzimatica foram analisados por eletroforese
em gel de agarose 1,0% utilizando o padrao de pares de base GeneRuler 1 kb
plus DNA Ladder (Fermentas). Em seguida, o gel foi corado com brometo de

etideo 0,5 pg/mL (Sigma) e visualizado sob luz ultravioleta.

A confirmagao da clonagem foi realizada por digestdo com as mesmas
endonucleases, PCR e sequenciamento, realizado no laboratério de genémica
da UFV.

4.3 PREPARO DE CELULAS BL21(DE3)RIL COMPETENTES

Para a producao de células competentes, as células foram inoculadas
em 10mL de meio LB— Cloranfenicol e cresceram por 8h a 37° C sob agitacéo
16



a 200rpm. Uma aliquota de 100uL do pré-inéculo foi retirada e inoculada em
5mL de meio LB sem antibidtico para crescer por 16h a 37° C sob agitacédo a
200rpm. As células foram diluidas 1:100 em meio LB sem antibidtico e
cresceram até atingir a DOeggo igual ou proxima a 0,3. Apos este passo, a
cultura fora transferida para tubos Falcon de 50mL e permaneceram no gelo
por 5 minutos. Apés uma centrifugagdo de 5 minutos a 3000 x g o pellet foi
ressuspendido em 1/5 do volume original com tampéao calcio/glicerol (60Mm de
CaCly; 10mM de PIPES; 15% de glicerol ) gelado. Esse passo foi repetido mais
uma vez e a seguir as células permaneceram no gelo por 30 minutos. Depois
de mais um passo de centrifugacédo de 5 minutos a 3000 x g, o pellet foi
ressuspendido em tampao calcio glicerol, gelado, com 1/40 do volume inicial

aliquotado e estocada a -80°C.

4.4 PRODUCAO DA LCNTPDASE-2

O meio de cultura utilizado para o procedimento de clonagem foi o Luria-
Bertani (LB) 1% de bacto-triptona, 0,5% de extrato de levedura, 1% de NaCl,
pH 7,0, liquido ou sdlido, para o crescimento de culturas bacterianas, a 37°C
sob agitacao de 180rpm. Quando necessario, foi adicionada aos meios solugao
de ampicilina em uma concentragéo final de 50 uyg/mL (Sambrook, 1989). Para
a expressao heterdloga da proteina, foi utilizado o meio SOC (0,5% de extrato
de levedura, 2% de triptona, 10 mM de NaCl, 2,5 mM de KCI, 10 mM de MgCl,,
10 mM de MgSOQ4, 20 mM de glicose) (Sambrook, 1989).

O plasmideo recombinante foi purificado a partir de minipreps das
células DH5a (Sambrook et al., 1989) e células de E. coli BL21(DE3)RIL
competentes foram transformadas para a expressao da proteina. O pré-inéculo
foi cultivado em 5mL de meio LB contendo 50ug/mL de ampicilina (Sambrook
et al., 1989) 16h a 37°C sob agitagdo. A cultura foi transferida para 0,5L de
meio SOC e as células cresceram até atingir a DOggp de 0,6. Para a indugao da

expressao, 0,2mM de IPTG foi adicionado e a inducéo foi realizada por uma

17



hora, a 37°C sob agitacao a 180 rpm. Ao final da inducao pellets de aliquotas

de 100mL (Aproximadamente 0,9g de células) foram armazenados a -80°C.

4.5 PURIFICACAO DOS CORPOS DE INCLUSAO

A construgcado pET21b/LcNTPDase-2 foi utilizada para transformar
bactérias E. coli BL21 (DE-3)RIL. Os clones confirmados foram testados quanto
a expressao utilizando-se a concentragao do indutor (IPTG) 1mM e testando-se
o melhor tempo de indugdo, de 1h a 4h. As concentragdes de IPTG também
foram testadas (0,1mM; 0,2mM; 0,4mM; 0,6mM; 0,8mM; 1mM). Para isto foi
usado meio SOC (0,5% de extrato de levedura, 2% de triptona, 10 mM de
NaCl, 2,5 mM de KCI, 10 mM de MgCl,, 10 mM de MgSO4, 20 mM de glicose).
As bactérias cresceram até atingir DOgpp=0,6 a 37°C sob agitacédo de 180rpm
sendo o indutor (IPTG) adicionado apds esta etapa. Foram utilizadas as
técnicas de SDS-PAGE 10% e Western-blotting para avaliagdo da expressao

protéica.

A produgédo da proteina foi realizada utilizado-se um pellet equivalente a
100mL de células (aproximadamente 0,9g de célula) de E. coli BL21(DE-3)RIL
induzidas por 1 horas com 0,2mM de IPTG. Aos pellets de indugdo de 100mL
foram adicionados 4mL de tampao de lise, que continha os seguintes inibidores
de proteases: aprotinina 1ug/mL, pepstatina A 1ug/mL e leupeptina 1ug/mL,
além de 100mM de Tris pH 8,0, 300mM de NaCl e 1mg/mL de lisozima. Apds
30 minutos a amostra foi sonicada em 6 ciclos de 10 segundos a 20 Hz e
centrifugada a 12500 x g por 30 minutos. Os pellets contendo os corpos de
inclusdo foram separados e ressuspendidos em 20mL de tamp&o de lavagem
(50mM DE Tris pH 8,0; 500mM de NaCl; 10mM de B-mercaptoetanol; 2M de
uréia), seguido de mais um passo de centrifugagdo a 12500g. Este passo foi
repetido mais uma vez. O pellet restante, contendo uma concentragdo muito
elevada da proteina de interesse insoluvel nos corpos de inclusdo, foi
solubilizado em 1mL de tampao contendo 50mM de Tris pH 8,0; 500mM de

NaCl; 10mM de B-mercaptoetanol e 8M de uréia. A amostra permaneceu em
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repouso por 15 minutos neste tampao e 19mL de tampao (50mM DE Tris pH
8,0 e 500mM de NaCl) foram adicionados lentamente para a renaturagao da
enzima. Apos 24h deste ultimo passo, os ensaios de atividade foram

realizados.

4.6 PRODUCAO DE ANTICORPOS ANTI-LCNTPDASE

Para a produgcdo de anticorpos, um coelho, fémea, adulta jovem,
proveniente do biotério de criacdo de coelhos da Universidade Federal de
Vigosa (UFV) foi utilizado. A LcNTPDase-2 de Leishmania infantum chagasi foi
purificada em resina de niquel (Sigma Aldrich®) até a obtencéo de 400 pg de
proteina. Trés imunizagdes foram realizadas. A primeira imunizagao foi feita
com 100 ug de proteina previamente homogeneizada com adjuvante completo
de Freund. Apds 21 dias, a segunda imunizagao foi feita com 200 ng mais
adjuvante completo. Apos 15 dias, a terceira e ultima imunizacgdo foi feita com
100 ng de proteina mais adjuvante incompleto. O animal foi sacrificado apés 7
dias da terceira imunizagdo. Todas as imuniza¢des foram realizadas em um

volume total de 1mL e por via subcutanea.

Para a determinagao do titulo do anticorpo, um “Dot Blot” foi realizado,
com 2[1g de proteina em membrana de nitrocelulose. Para o bloqueio, soro
albumina bovina (BSA) na concentragdo de 0,3% diluido em PBS 1X com
Tween 0,1% foi utilizado por trinta minutos. Apds trés lavagens de cinco
minutos com PBS 1X com Tween 0,1%, os soros imune ou pré-imune foram
adicionados e a incubagao ocorreu por uma hora. Em seguida, trés lavagens
de cinco minutos com PBS 1X com Tween 0,1% foram realizadas para
posterior incubagdo com o anticorpo secundario anti IgG de coelho conjugado
com peroxidase (Sigma Aldrich®). A reagdo foi revelada com 0,1% de 3,3-
diaminobenzidina, 0,01% de H,0,, 1% de cloreto de niquel em Tris-HCI pH 7,6

até a visualizagao de precipitado marrom.
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4.7 DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO DE PROTEINA

A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford
(Bradford, 1976) padronizado para microplaca de acordo com as orientacdes
do fabricante. Foi utilizado BSA para determinagcdo da curva padrdo. A
dosagem foi conferida aplicando-se 1 ug de BSA e 1 ug de proteina no gel de

SDS-PAGE 10% para comparagao visual da intensidade das bandas.

4.8 ANALISES DE WESTERN BLOTTING E SDS-PAGE

As analises de Western Blotting e SDS-Page foram realizadas como
previamente descrito (Sambrook et al., 1989). Para o Western Blotting, foi
utilizado o anticorpo primario produzido em camundongo anti hexa-histidina
(GE Healthcare®) na diluicdo de 1:6000 e anticorpo secundario anti IgG de
camundongo conjugado com FITC (Sigma Aldrich®) na diluicdo de 1:8000. A
incubacdo com a solugao contendo o anticorpo primario foi feita por 2 horas
sob leve agitagcdo a temperatura ambiente. Em seguida foram feitas trés
lavagens com 20 mL de solu¢ao PBS 1X e 0,1% Tween e adicionado a solugéo
contendo o anticorpo secundario que permaneceu em contato com a
membrana por 2 horas. Finalmente realizou-se uma ultima lavagem com 20 mL
de PBS 1X e 0,1% Tween para retirar o excesso de anticorpo secundario. O
Western Blottting foi revelado por excitagao do FITC a 472nm para visualizagao

no equipamento FLA-5100 imaging system da FujiFilm.

4.9 MEDIDA DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade enzimatica foi realizada por método microcolorimétrico de

determinacao de ortofosfato livre (Taussky et al., 1953). A atividade foi feita em
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tampao 50mM de Tris pH8,0; 50mM de HEPES pH8,0; 3mM de MgCl, ou
CaCly,. 116mM de NaCl ; 5,4mM de KCI e 2,5mM de nucleotideo (Meyer-
Fernandes et al., 2004). Para determinagdo da dependéncia de pH, além
desses reagentes, o tampao também continha 50mM de MES. A reacao foi
disparada com 1 ug de proteina e ocorreu por 30 minutos a 37°C, até que fosse
parada com 0,1M de HCI. Para determinacao de ortofosfato livre, foi utilizado o
reagente colorimétrico (verde malaquita 0,2% e molibidato de amdnio 10% 1:3,
ambos ressuspendidos em HCI 4M). O branco da reagao continha todos os
reagentes, exceto a proteina que foi adicionada apds a parada da reagao. Para
determinacdo da dependéncia do pH, a reacdo foi realizada em tampéo
contendo 50mM de MES; 50mM de Tris; 50mM de HEPES; 3mM de
MgCl;;116mM de NaCl; 5,4mM de KCl e 2,5mM de nucleotideo. O pH foi
ajustado para cada reacdo conforme indicado na figura 13. Os ensaios
utilizando os inibidores foram realizados com as concentragdes de 300 uM de
ARL, 300 uM de cloreto de gadolinio, 100 uM de Suramina conforme o que foi
testado para a NTPDase de T. cruzi (Santos et al., 2009), 2 mM de azida
sédica e 3 uM de molibidato de amdnio como testado por Fietto (Fietto et al.,
2004).

4.10 ESTUDO DO ESTADO DE OLIGOMERIZAGCAO

Para determinacdo do estado de oligomerizagao, foi utilizada a técnica
de cromatografia por exclusdo molecular foi utilizado empregando o
equipamento Akta Purifier (GE Healthcare®) com a coluna de exclusdo
molecular Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare®). Para a curva padrdo
foram utilizados 2mg/mL de bluedextran (2000kDa), tireoglobulina (669kDa) e
aldolase (158kDa); 7mg/mL de albumina (67kDa) e ovoalbumina (43kDa),
5mg/mL de catalase (232kDa); 3mg/mL de quimiotripsinogénio A (25kDa);
0,5mg/mL de ferritina (440kDa) e 1mg/mL de ribonuclease A (13,7kDa), para os
quais foram feitas trés corridas separadas, com fluxo de 0,5mL/min, de acordo

com instrucdes do fabricante. O tampao de eluicdo foi o mesmo da atividade
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enzimatica. Foi utilizado 10mM de DTT quando indicado. A atividade UDPasica
apos a exclusao molecular foi feita em tampao pH 8,0 contendo50mM de
glicina 50mM de acido acético, 50mM de MOPS; 3mM de MgCl,. 116mM de
NaCl ; 5,4mM de KCl e 2,5mM de UDP.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINACAO DO MODELO

A fim de entender um pouco sobre a estrutura da LcNTPDase-2, um
alinhamento foi feito com as duas unicas NTPDases com estrutura resolvida,
depositadas no banco de dados PDB (figura 3). As identidades com as
proteinas RnNTPDase-2 de Rattus norvegicus (Zebisch et al.,, 2008) e
LpINTPDase de Legionella pneumophila (Vivian et al., 2010) foram de 29% e
35%, respectivamente. A maior identidade entre a LcNTPDase2 e
LpINTPDase se deve ao fato da enzima de L. pneumophila ser um pouco
menor (393aa) do que a de L. infantum chagasi (425), uma vez que as ACRs
sdo muito conservadas. Na figura 3 é possivel observar como é semelhante a
predicdo de estrutura secundaria com as demais enzimas ja resolvidas. A
predicao de estrutura secundaria da LcNTPDase-2 foi realizada por intermédio
do programa PSIPred, enquanto as demais foram retiradas da literatura
(Zebisch et al., 2008; Vivian et al., 2010). Essa semelhancga ja era esperada,
pois todas as proteinas pertencem a uma mesma familia e, apesar da baixa

identidade de aminoacidos, a homologia € grande com relagao a estrutura.

Baseado na grande homologia estrutural entre a Lp1NTPDase e a
RnNTPDase-2, no alinhamento com as trés proteinas e nas identidades entre
elas, foi feita uma modelagem por homologia com a LcNTPDase2. A
modelagem multipla com a Lp1NTPDase e a RnNTPDase-22 nao foi
satisfatoria, pois menos de 90% dos aminoacidos ficaram dentro da éarea
permitida no grafico de Ramachandran. O mesmo aconteceu quando fizemos
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essa modelagem somente com a Lp1INTPDase. O melhor resultado obtido foi
com a RnNTPDase2, onde mais de 90% dos residuos ficaram nas areas
permitidas (figuras 4 e 5). Apesar disso, alguns loops tiveram que ser
modelados manualmente, pois alguns aminoacidos, além da glicina e da

prolina, ficaram em regides ndo permitidas.

Além da grande homologia estrutural existente entre a RnNTPDase-2 e
a LpINTPDase, e das duas enzimas hidrolisarem bem o ATP, elas sao
capazes de utilizar tanto o calcio quanto o magnésio como cofator, porém, a
enzima de rato possui uma maior atividade na presenga de calcio, enquanto
que a de L. pneumophila € mais ativa na presenga de magnésio (Zebisch et al.,
2007; Sansom, Riedmaier et al., 2008).

Algumas regides conservadas de apirase (ACRs) apresentam diferencas
discretas, porém, alguns residuos sao tado importantes que se sofrerem algum
tipo de mutagdo podem levar a uma completa inativacdo da enzima. E o que
acontece. por exemplo, quando ocorrem muta¢cdes no residuo W384A na
ACRS da Lp1NTPDases, que leva a uma completa perda de atividade, o que
pode ser atribuido ao fato deste residuo estar envolvido na coordenagao do
cofator (Vivian et al., 2010). Outro residuo muito importante é o E165 (posi¢céo
relativa a RnNTPDase2 de rato), que € 100% conservado entre as apirases e
participa do posicionamento de uma molécula de agua que faz o ataque

nucleofilico ao fosfato terminal do nucleotideo (Zebisch et al., 2008).
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Figura 3: Alinhamento das LcNTPDase, LpINTPDase e RnNTPDase2. O alinhamento foi
realizado pelo programa T-Coffee utilizando-se as configuragbes padrdo. A predicdo de
estrutura secundaria da LcNTPDase-2 foi realizada através do PSIPred, enquanto que as
demais foram retiradas da literatura.



Figura 4: Modelo tridimensional da LcNTPDase de L. chagasi. Modelagem da NTPDase
de L. infantum chagasi, evidenciando as regides conservadas de apirases ACR1 (laranja),
ACR2 (azul), ACR3 (amarelo) ACR4 (vermelho) e ACRS5 (cinza) (A); Sobreposicao do
modelo de L. infantum chagasi (verde) com a estrutura resolvida da Lp1NTPDase de L.
pneumophila (rosa) (B); Sobreposi¢gdo do modelo de L. infantum chagasi (verde) com a
estrutura resolvida da RnNTPDase 2 de R. norvegicus (azul) (C). Sobreposi¢gdo na
RnNTPDase 2 (azul) com a Lp1NTPDase (rosa) (D). As imagens foram geradas pelo
programa PyMol. Somente a regido soluvel da proteina foi modelada.
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Figura 5: Grafico de Ramachandran da modelagem da
LcNTPDase-2. 92% dos residuos se encontram em regides
favoraveis e 8% nas regibes permitidas. O gréafico foi gerado
pelo programa Procheck.

5.2 CLONAGEM E EXPRESSAO DO DOMINIO EXTRACELULAR DA LCNTPDASE

A fim de verificar a funcionalidade da LcNTPDase-2 como uma
nucleotidase, a regido soluvel da proteina foi clonada em vetor de expresséo
bacteriano pET21b(+) e a expressdo foi realizada em células de E. coli
BL21(DE3)RIL. O gene foi replicado por PCR (figura 6A) e o vetor vazio a ser
utilizado na construcao foi purificado, como descrito por Sambrook, 1989 (figura
6B). A clonagem foi confirmada por PCR (figura 6C), digestao (figura 6D) e
sequenciamento. Foi realizado um teste de expressdao com diferentes
concentragdes do indutor IPTG (de 0,1 a 1mM). A proteina tinha um tamanho
esperado de 45kDa e nao foi observada variagao da expressao da proteina em
funcdo da concentragédo de IPTG (figura 7). Dessa forma, a concentragdo de
IPTG para inducao da expressado da LcNTPDase-2 foi padronizada em 0,2mM
de IPTG. Apods isso, foi verificado o tempo de inducido ideal para a
superexpressao da proteina, variando de 1h a 4h de indugdo. Como pode ser

visto na figura 8B, houve expressdo da proteina recombinante e o melhor
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tempo de inducdo foi o de uma hora. Apdés a confirmagdo da expressao,
avaliamos o método de purificacdo parcial da LcNTPDase-2. Devido a
superexpressao, a proteina precipitou na forma de corpos de inclusdo. Para a
solubilizagéo e refolding da proteina prosseguimos de acordo com o protocolo
previamente descrito em “Material e Meétodos”. Apds a purificacdo e
eletroforese em gel de poliacrilamida, o gel foi corado com Coomassie ou prata
(figura 9A e B), e na concentragdo em que a amostra final se encontra
nenhuma outra banda pode ser observada, o que sugere uma relativa pureza
da amostra. Para assegura a qualidade da purificagdo, foi realizado uma
coloragao do gel com prata, e como esperado, nenhuma outra banda, além da

de interesse, foi observada (figura 9C).
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Figura 6: Passos da clonagem do gene da LcNTPDase-2. Todas as amostras
foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 1%. A visualizagdo das
bandas foi feita sob luz ultravioleta. Reagdo de PCR para retirada da regido
codificante N-terminal (A); Miniprep das trés coldnias que foram isoladas contendo
a construcdo (B), Reacao de PCR para confirmagdo da clonagem do fragmento de
1191pb das trés colbnias isoladas(C); Reacédo de digestdo para confirmagédo da
clonagem (D)

IPTG 0,1mM
IPTG 0,2mM
IPTG 0,4mM
IPTG 0,6mM
IPTG 0,8mM
IPTG 1,0mM

45kDa—

Figura 7: SDS-PAGE 10% do teste de inducdo da LcNTPDase-2 em diferentes
concentragdes de IPTG no tempo de uma hora. As concentragdes testadas estao
acima das canaletas. Foram aplicados 1577L de células na DOgq de 3.
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Figura 8: Teste de inducdo da LcNTPDase-2 em diferentes tempos. A figura
mostra o gel SDS-PAGE 10% e Western Blotting dos extratos de células para o
teste de tempo de indugdo a 37°C. Vetor vazio induzido (A); Vetor induzido
contendo o inserto (B). Foram aplicados 15uL de células na DOgg de 3. A indugéo
foi realizada com 0,2mM de IPTG. O gel foi corado com Coomassie Blue. Para o
Western Blotting foi utilizado como anticorpo primario anti-hexahistidina produzido
em camundongo e anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado com
FITC. A revelagao foi feita no equipamento da Fujifilm Phosphorimager a 472nm
com filtro azul.

Figura 9: Purificagcdo da LcNTPDase-2. A LcNTPDase-2 foi expressa por 1h com
0,2mM de IPTG . SDS-PAGE 10% corado com Coomassie Blue diferentes das etapas
da purificagdo. O lisado corresponde a amostra induzida e submetida a lise. A fragédo
soluvel corresponde as proteinas sollveis apds a centrifugacdo do lisado. As lavagens
correspondem ao sobrenadante dos passos de lavagem dos corpos de incluséo, e a
proteina purificada corresponde aos corpos de incluséo solubilizados e purificados. (A);
Proteina purificada corada com prata (1ug) (B); Proteina purificada em resina de niquel
corada com prata (3ug) (C).
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5.3 PRODUCAO DE SORO CONTENDO ANTICORPOS ANTI-LCNTPDASE
RECOMBINANTE

A proteina solubilizada dos corpos de incluséo foi purificada em resina
de niquel conforme descrito em “Material e Métodos” e foi usada para producgao
de soro policlonal anti-LcNTPDase-2. O soro foi produzido em uma coelha
adulta, com duas imunizagdes com adjuvante completo e uma com adjuvante
incompleto. Para a analise da produgdo de anticorpos especificos para a
LcNTPDase-2 no soro da coelha, um “Dot Blot” foi realizado. O Dot Blot
mostrou que a producdo de anticorpos foi muito satisfatdria, com titulos
superiores a 1:160.000 quando comparados com O soro pré-imune, que nao
mostrou reatividade (figura 10). Para a verificagdo da especificidade do
anticorpo, um Western blotting foi realizado utilizando o extrato celular de
BL21(DE3)RIL com o vetor vazio (controle negativo), a construgdo com a
LcNTPDase-2 ou uma outra construgcdo com a NTPDase-1 de Trypanosoma
cruzi, proteina da mesma familia da LcNTPDase-2, gentiimente cedida por
Christiane Mariotini Moura. O soro imune foi capaz de reconhecer somente as
apirases de L. chagasi e T. cruzi e ndo o extrato de BL21 com o vetor vazio
(figura 11). Na canaleta em que se encontra a LcNTPDase-2 houve o
reconhecimento de mais trés bandas abaixo da banda de interesse e pode
refletir degradacao da proteina alvo, uma vez que todas as amostras eram de
extratos de bactéria da mesma espécie e ndo houve o reconhecimento de

outras bandas na amostra com o vetor vazio ou com a proteina de T. cruzi.
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Soro Imune

Soro Pré-imune

Figura 10: Avaliacdo da producdo de anticorpos anti-LcNTPDase-2 no soro de
coelho imunizado. “Dot Blotting” do soro imune (figura superior) e do pré-imune (figura
inferior). Nesta analise, 2ug de proteina purificada por cromatografia de afinidade em
resina de niquel foram imobilizadas em membrana de nitrocelulose. Foi utilizado como
anticorpo primario o soro do coelho imunizado ou antes da imunizacdo nas diluicbes
indicadas. Como anticorpo secundario foi usado anti IgG de coelho produzido em cabra,
conjugado com peroxidase.

SDS-PAGE 10% Soro imune Soro Pré-imune
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Figura 11: Andlise da especificidade do soro imune anti-LcNTPDase-2. Amostras de
extrato protéico de E. coli transformada com vetor vazio (pET21b), pET21b-LcNTPDase-2
e pET21b NTPDase de T. cruzi foram induzidos por 1h com 0,2mM de IPTG e analisadas
por SDS-PAGE 10% corado com Coomassie Blue e Western blotting com soro imune e
pré-imune(1:160,000). Como anticorpo secundario foi utilizado Anti IgG de coelho
conjugado com FITC (1:8000) A revelagéo foi feita por fluorescéncia do FITC excitado a
472nm. Todas as canaletas possuem a mesma quantidade de células (DOgg=3).
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5.4 ANALISE DA PREFERENCIA PELO SUBSTRATO

A LcNTPDase-2 dos corpos de inclusao purificada como descrito no item
4.5 de “Material e Métodos” e com o estado de pureza mostrado na figura 9B,
foi analisada quanto a capacidade de hidrolisar nucleotideos tri e difosfatados,
caracteristica da atividade de apirases desta familia de proteinas. Os
nucleotideos ATP, ADP, GTP, GDP, UTP e UDP foram testados na presenca
de calcio ou magnésio, ja que as NTPDases sao dependentes geralmente de
um desses cations divalentes. A enzima mostrou uma preferéncia absoluta pelo
cofator magnésio, ndo mostrando nenhuma atividade quando na presencga de
calcio (tabela 1). Além disso, houve uma preferéncia pelos substratos ADP,
GTP, e UDP, sendo o GDP muito pouco hidrolisado, enquanto o ATP e o UTP
nao sofreram hidrolise detectavel pela metodologia colorimétrica utilizada
(tabela 1). A enzima mostrou uma atividade linear durante o periodo de uma
hora, com R = 0,9703 (figura 12).
Tabela 1: Andlise da preferéncia pelo substrato. A atividade enzimatica foi realizada em
tampé&o contendo 50mM de Tris pH8,0; 50mM de HEPES pH8,0; 3mM de MgCl, ou CaCl,.

116mM de NaCl ; 5,4mM de KCI e 2,5mM do nucleotideo indicado. A reagao foi disparada
com 1ug de proteina. Os desvios representam a média de trés experimentos independentes.

Substrato (nmol Pi/30min/ug)
ATP Ca* 0.00 + 0.00
Mg* 0.00 + 0.00
ADP Ca* 0.00 + 0.00
Mg* 2.94 +0.93
GTP Ca* 0.00 + 0.00
Mg* 3.08 + 0.66
GDP Ca* 0.00 + 0.00
Mg* 0.03 +0.05
UTP Ca* 0.00 + 0.00
Mg* 0.00 + 0.00
UDP Ca* 0.00 + 0.00
Mg 2.63 +0.21
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Figura 12: Analise da linearidade da atividade UDPasica da LcNTPDase-2. A
reagao foi realizada no mesmo tampéao do ensaio de especificidade, tendo como
substrato o UDP. Os desvios representam a média de trés experimentos
independentes realizados em triplicata. O método de dosagem de fosfato livre
utilizado foi o verde malaquita.

Apesar da LcNTPDase-2 hidrolisar GTP, somente os nucleotideos de
ATP, ADP, UTP e UDP tém papel conhecido no processo de sinalizagao
celular. E necessario o estudo do Km para que possamos sugerir qual o tipo de
receptor poderia ser ativado, porém, podemos supor que a hidrolise de ADP
poderia impedir a ativacdo dos receptores P2Y4, P2Y:, e P2Yy;. Esses
receptores P2 estdo envolvidos com mediadores de inflamagdo TNF-a, IL-1 e
IL-2. Além disso, a hidrélise do ADP forneceria substrato para a ecto-5'-
nucleotidase, que hidrolisaria o AMP até adenosina. Os receptores A2 sdo
ativados por adenosina, e quando ativados, possuem efeitos antiinflamatérios
como a inibigdo de TNF-a, IL-6 e IL-8 (Abbracchio et al., 1998). A diferenga de
resposta a infecgao experimental por Leishmania ja foi atribuida a capacidade
de hidrolisar nucleotideos, com uma diminui¢do na produgao de interferon-y e
TNF nos linfonodos, menor proliferacdo de células do bago e dos centros
germinativos (Maioli et al., 2004). Sendo assim, a L. infantum chagasi poderia
ter seu mecanismo de infeccdo facilitado por ser capaz de regular a inflamagao

através das NTPDases.
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Além disso, esses parasitos sdo incapazes de sintetizar purinas, e se
aproveitam da via de salvacdo para satisfazerem essa necessidade. Estudos
com a NTPDase de Toxoplasma gondii mostraram que a inibicdo dessa enzima
diminui a replicacdo desses parasitos e pode ter um importante efeito na

protecao contra a infecgao (Tan et al., 2010).

5.5 INFLUENCIA DO PH NA ATIVIDADE NUCLEOTIDASICA

A fim de avaliar a influéncia do pH na atividade de hidrdlise de
nucleotideos pela LcNTPDase-2, foi realizada a dosagem da atividade
enzimatica de UDP em diferentes faixas de pH, variando de 5,5 a 9,0. A figura
13 mostra como a atividade enzimatica € afetada pelo pH. A LcNTPDase-2
expressa em sistema bacteriano possui um pH de atividade maxima entre 7,0 e
8,0, com pico de atividade proximo de 8,0. A atividade aumenta
progressivamente até o valor de pH de 7,5 e depois comega a decrescer
lentamente. Somente o nucleotideo UDP foi utilizado nesse teste, pois a

enzima mostrou-se incapaz de hidrolisar o mesmo nucleotideo trifosfatado.

Atividade (nmol Pi/30min/ug)

55 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0
pH

Figura 13 Atividade UDP&sica da LcNTPDase-2 na dependéncia do pH. A
reacao foi realizada em tampéao contendo 50mM de MES; 50mM de Tris; 50mM de
HEPES; 3mM de MgCl,;116mM de NaCl; 5,4mM de KCI e 2,5mM de nucleotideo.
O pH foi ajustado para cada reacdo conforme indicado na figura. Os desvios
representam a média de trés experimentos independentes realizados
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5.6 TESTE DE INIBIDORES DE NUCLEOTIDASES SOBRE A ATIVIDADE UDPASICA DA
LCNTPDASE-2

Com o objetivo de demonstrar mais uma vez, de forma direta, que a
LcNTPDase-2 € uma apirase genuina, nds procedemos com o teste de varios
inibidores parciais tanto de E-NTPDases como de outras enzimas. Para este
ensaio foram utilizados, ARL 67156 (6-N,N-Diethyl-b-c-dibromomethylene-D-
adenosine-5-triphosphate), considerado inibidor seletivo de ecto-ATPase e
capaz de inibir parcialmente a NTPDase-1 de T. cruzi (Crack et al., 1995;
Santos et al., 2009); Gadolinio, um lantanideo relacionado com a agao do ATP
intra e extracelular e capaz de inibir a Ecto-NTPDase em 6rgéo elétrico de
Torpedo (Escalada et al., 2004); Suramina, um composto naftilurea
polisulfonado que ja foi demonstrado ser inibidor parcial da Ecto-ATPDase e
NTPDase-1 de T. cruzi (Bisaggio et al., 2003; Santos et al., 2009); Azida
Sdodica, inibidor de ATPase mitocondrial, mas também capaz de inibir
parcialmente a ecto-ATPase de T. cruzi (Fietto et al., 2004) e Molibidato de
Aménio, um inibidor da 5’-nucleotidase e de fosfatases acidas (Gottlieb et al.,
1983), nas concentragdes indicadas na figura 14. N&o houve inibigao
significativa na atividade UDPasica pela agdo do ARL 67156 300 uM (p=0,134),
Suramina 100 uM (p=0,857) e a Azida Sddica 2 uM (p=0,290). Porém, os
ensaios com a enzima na presenga do Gadolinio 300 uM e do Molibidato de
Amobnio 3 uM apresentaram uma inibigdo de 97% (p<0,001) e 58,4% (p=0,002)

respectivamente.

Para a enzima recombinante de T. cruzi o composto que apresenta a
maior inibicdo é a suramina 1000]M, enquanto que o gadolinio 300('M inibiu
somente cerca de 20% (Santos, et al., 2009). E importante ressaltar que este
experimento foi realizado com nucleotideo de adenina, o que € o mais comum
na literatura, enquanto que os nossos testes foram feitos com o nucleotideo de
uracila. Fato interessante foi a inibicdo pelo molibidato de aménio, que ja foi
mostrado na literatura como inibidor da 5’-nucleotidase (Gottlieb et al., 1983) ou

ecto-fosfatases (Bakalara et al., 2000).
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A inibicao parcial da atividade enzimatica na presenga de molibidato de
amoénio foi uma surpresa, uma vez que até entdo ndo se sabia da capacidade
desse composto em inibir alguma NTPDase. Para descartarmos a possibilidade
de nossa preparacdo de proteina possuir qualquer tipo de fosfatase, foi
realizado um ensaio com p-nitrofenilfosfato (p-NPP), um substrato de
fosfatases acidas e alcalinas, para o qual ndo houve qualquer atividade

detectavel.

nmol Pi/30min/ug
*

-‘V N Controle
2 4 [ ARL 300uM
[ Gdi 300uM
I Sur 100pM
* 3 Az 2mM

T [ Mol 3uM
0

Atividade (nmol Pi/30min/ug)

0 : ;

Controle (UDP) p-NPP
Figura 14 Ensaio de atividade UDP&sica da LcNTPDase na presenca de
inibidores. ARL 67156 (ARL); Gadolinio (Gdl); Suramina (Sur); Azida sédica (Az); e
Molibidato de Amébnio (Mol) (A); Atividade enzimatica tendo como substrato UDP
(controle) e p-NPP(B). Os desvios representam a meédia de trés experimentos
independentes feitos em ftriplicata. Foi realizado o teste T para avaliar a significancia
dos dados.
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5.7 ESTUDO DO ESTADO DE OLIGOMERIZACAO DA LCNTPDASE-2 PURIFICADA DE
CORPOS DE INCLUSAO

A proteina parcialmente purificada dos corpos de inclusédo foi separada
na coluna de exclusdo molecular Superdex 200 10/300GL da GE Healthcare®.
Para verificar a homogeneidade e o estado de oligomerizagdo da LcNTPDase-
2 foram avaliados os picos obtidos na exclusao molecular. O primeiro pico (pico
1), que apresentou a maior concentragdo de proteina, possuia
aproximadamente 600kDa e poderia ser um oligbmero ou um agregado
protéico. O pico seguinte (pico 2) apresentou-se exatamente do tamanho do
mondmero, de 45kDa (figura 15). No total, quatro picos foram observados,
sendo que dois (picos 3 e 4) apresentaram tamanho inferior ao do monémero
(menos de 13kDa) e um deles (pico 2) apresentou o tamanho do monémero. O
SDS-PAGE, mesmo corado com prata, ndo conseguiu detectar a proteina nos
picos 2, 3 e 4. Os métodos de concentracao de proteina utilizados nao foram
suficientes para visualizar a proteina no gel e nao foi possivel dosar a

concentrag&o protéica pelo método de Bradford (figura 16).

Foram realizados ensaios de atividade UDPasica em microplaca e a
atividade ocorreu por 30 minutos em um volume de 80uL, sendo que apds a
adicdo do nucleotideo e do tampéao, o volume final € completado com agua,
descontando-se o volume de proteina. Com a concentragdo de proteina

extremamente baixa, nés completamos o volume para 80uL com a amostra.

A fim de verificar quais os picos seriam referentes a proteina
LcNTPDase-2 em sua forma ativa, os picos 1, 2, 3 e 4 foram analisados quanto
a atividade UDPasica. Mesmo com a amostra extremamente diluida foi
possivel ver uma atividade muito alta no pico 2, pois a quantidade de proteina
na amostra foi indetectavel pelo método de Bradford, e mesmo assim, a
atividade foi similar ao que temos com 1 ug de proteina (figura 17). O pico 1
nao apresentou atividade devido ao estado de oligomerizagdo. Com o intuito de

desfazer esse oligbmero, nds adicionamos 10mM de DTT na reagao, e houve
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uma aumento na atividade. Esse resultado sugere que a enzima possui maior
atividade na forma de mondémero e sua atividade pode ser ainda muito maior,
uma vez que nao houve qualquer controle nas reagdes de especificidade e

sobre qual natureza estrutural da LcNTPDase-2 estaria em maior concentracio
nas reacoes até entao realizadas.
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Figura 15: Andlise do estado de oligomerizacdo da LcNTPDase-2 purificada de corpos
de inclusdo. Perfil cromatografico das proteinas bludextran (2000kDa), tireoglobulina
(669kDa) e aldolase (158kDa); 7mg/mL de albumina (67kDa) e ovoalbumina (43kDa),
5mg/mL de catalase (232kDa); 3mg/mL de quimiotripsinogénio A (25kDa); 0,5mg/mL de
ferritina (440kDa) e 1mg/mL de ribonuclease A (13,7kDa) usadas na curva padrao (A); Perfil
dos picos obtidos com a LcNTPDase-2 parcialmente purificada (B); Curva padréo obtida a
partir das informagdes obtidas com a figura A, evidenciando a proteina monomérica
(LcNTPDase M) e oligomérica (LcNTPDase OM) (C).

8
o

Pico 2
Pico 3
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45kDa

Figura 16: SDS-PAGE 10% corado com prata das amostras coletadas
apo6s a cromatografia de exclusao molecular.
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Atividade (nmolPi/30min)

2 N 1 g de LcNTPDase2
[ Pico 1
[ Pico 1 com DTT 10mM
14 S Pico 2

[ Pico 3
[ Pico 4
0 | |

Figura 17: Atividade enzimatica dos picos da exclusdo molecular. A atividade foi
realizada em tampao pH8,0 contendo 50mM de glicina 50mM de acido acético, 50mM de
MOPS; 3mM de MgCl,. 116mM de NaCl ; 5,4mM de KCl e 2,5mM de UDP. A quantidade de
proteina adicionada para atividade dos picos 1, 2, 3 e 4 foi indetectavel.
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6. CONCLUSOES

A LcNTPDase-2 realmente é uma apirase, com suas cinco regides
conservadas e hidrolisa tanto nucleotideos tri quanto difosfatados. Nas
condicdes utilizadas para a producédo dessa proteina, ela mostrou preferir como
substrato ADP, GTP e UDP. Devido a importancia dos nucleotideos de Adenina
e Uracila na sinalizagdo purinérgica, e de acordo com a preferéncia desta
enzima, pode ser que ela module o sistema imune do hospedeiro por
diminuicdo da resposta inflamatoria. Uma novidade neste experimento foi a
inibicdo da atividade por molibidato de amdnio, até entdo tido como inibidor de
fosfatases acidas e alcalinas. Além disso, essa proteina mostrou-se mais ativa
na forma de mondémero, podendo ser que os oligbmeros sejam somente

grandes agregados proteéicos.

As NTPDases tém se mostrado como enzimas importantes na viruléncia e
na replicagcédo de parasitos. O estudo dessa familia de proteinas pode ajudar a
desenvolver novas abordagens nas terapias ja existentes, ou até mesmo se
tornar uma nova terapia. O estudo da estrutura cristalografica ira auxiliar no
desenho racional de novas drogas e no melhor entendimento de como essas

enzimas funcionam.
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8. ANEXOS
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== ACRs (Regides Conservadas de Apirases)

Anexo 1: Alinhamento Multiplo das NTPDases-1 e NTPDase-2 das espécies de Leishmania.
A frente das seqiiéncia se encontram os nomes das enzimas e das espécies as quais
correspondem. No alinhamento, as letras representam os aminoacidos e as cores de cada
letra representam as caracteristicas fisico-quimicas de cada aminoacido. As regides
destacadas em vermelho evidenciam as possiveis regides transmembrana e as destacadas
em azul indicam os possiveis sitios de N-glicosilagdo. As barras verdes indicam as ACRs
presente nessa familia de enzimas. A tesoura indica um possivel sitio de protedlise presente
em um peptideo sinal nas isoformas GDPase.

50



