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RESUMO

BASTOS, Matheus Silva e., D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2014.
Expressdo das NTPDases 1 e 2 de Leishmania infantum chagasi em sistema
bacteriano e de célula de mamifero e estudo de suas influéncias na infecgao
de células raw 264.7 e na expressao de purino receptores P2. Orientadora:
Juliana Lopes Rangel Fietto. Coorientadores: Marcia Rogéria de Almeida Lamego,
Gustavo Costa Bressan e Jean Sévigny.

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 céo, 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 das Ecto-Nucleosideo
Trifosfato Difosfo Hidrolase 1 e 2 de Leishmania infantum chagasi (LicNTPDase-1 e
2), agente etiologico principal da LV no Brasil. As LicNTPDases 1 e 2 fazem parte
da familia das E-NTPDases, que sdo enzimas implicadas como fatores de viruléncia
de alguns parasitos. Evidéncias indicam que as E-NTPDases participam da via de
salvacao de purinas e da modulagao da resposta imune do hospedeiro dependente
de nucleotideos extracelulares. Essas enzimas tém sido apontadas como
importantes alvos para o desenvolvimento de novas drogas e vacinas para as
leishmanioses, tanto humana quanto canina. Neste trabalho foram feitas analises
comparativas da expressao destas enzimas em sistema bacteriano (pET21 b) e em
células de mamifero (COS-7). Foram avaliados diferentes protocolos de
renaturagdo, bem como feita a comparacdo entre a atividade das enzimas em
diferentes substratos. Além disto, foi avaliado se as enzimas recombinantes podem
participar do mecanismo de adesao dos parasitos em macréfagos e se estas e se
estas sao capazes de modular a expressao de purino receptores P2. Os resultados
demonstram que alterando o protocolo de renaturagdo das enzimas expressas em
bactéria, €& possivel aumentar a atividade da LicNTPDase-2, mas o mesmo efeito
nao foi observado para LicNTPDase-1. Ja quando é feita a expressao em COS-7 é
possivel observar um aumento significativo da atividade da LicNTPDase-1. Por
outro lado foi possivel verificar o mesmo padrao de atividade entre a LicNTPDase-2
expressa em bactéria e expressa em COS-7 o que indica que a renaturacdo usada
na LicNTPDase-2 expressa em E. coli é suficiente para atingir o estado nativo

similar a que foi observada para a enzima expressa em célula de mamifero.



Ensaios de adesdo na presenca em auséncia das enzimas recombinantes levaram
a uma diminuicdo da infeccdo em macréfagos da linhagem RAW 264.7. Assim, foi
possivel confirmar a participacdo das LicNTPDases na adesédo dos parasitos em
macrofagos. Adicionalmente foi avaliado a expressdo de mRNA de purino
receptores P2 nos macrofagos RAW 264.7 na presenga ou auséncia das enzimas
recombinantes. Foi possivel verificar também a relagdo entre a presenca destas
enzimas e a modulacdo da expressdo de alguns purino receptores P2, onde
verificamos um aumento na expressao de P2Xs P2Xs, P2Y2 e uma diminuicdo na
expressdo de P2Y13 para macrofagos incubados com LicNTPDase-1 e uma
diminuicdo na expressdo de P2Xe e P2Xr para macrofagos incubados com
LicNPDase 2, quando os macréfagos foram infectados com Leishmania infantum
chagasi, foi visto aumento na expressédo dos receptores P2Xz2, P2Y 12 e P2Y13, ndo

foi possivel verificar alteragdes para o restante dos receptores.



ABSTRACT

BASTOS, Matheus Silva e., D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April of 2014.
Expression of NTPDase 1 and 2 from Leishmania infantum chagasi in bacterial
system and mammalian cells. Studies of its influences in infection Raw 264.7
cells and P2 purine receptors expression. Adviser: Juliana Lopes Rangel Fietto.
Co-advisers: Marcia Rogéria de Almeida Lamego, Gustavo Costa Bressan and Jean
Sévigny.

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 NTPDase-1 and 2 from L. infantum chagasi (LicNTPDases) is
the main etiologic agent of VL in Brazil. The LicNTPDase-1 and 2 are part of the E-
NTPDase family, enzymes that are implicated as virulence factors of some parasites.
They can participate in the purines salvage pathways and in the modulation of host
immune response that dependent on extra cellular nucleotides. These enzymes
have been indicated important as targets for the development of new drugs and
effective vaccines for Leishmaniasis. In this work, were did comparative tests

between different refolding protocols of the recombinant enzymes as well as
comparison between activity of enzymes expressed in Escherichia coli and
expressed in mammalian cells (COS-7). Moreover, many experiments in
macrophages were done to determine if the recombinant enzymes can be involved
in adhesion mechanisms of parasites and if these enzyme can modulate the P2
receptor expression. The data demonstrate that changing the refolding protocol was
possible to increase the activity of LicNTPDase-2 , but the same effect was not
observed for LicNTPDase-1, when these enzyme were expressed in bacterial.
However, when the expression was done in COS-7 is possible to verify a activity
increased of LicNTPDase-1. It was possible to see the same activity level between
LicNTPDase-2 expressed in E. coli and expressed in COS-7. This result showed that
LicNTPDase2 expressed in E. coli have a same shape than enzyme expressed in
COS-7. This work was also possible to confirm the direct involvement of
LicNTPDases in the parasites binding mechanism, showing a dependence of the
concentration of recombinant. It was also possible to verify a possible relationship
between the presence of these enzymes and modulation of expression of some

Xi



purine receptors, macrophage treated with LicNTPDase-1 showed a up expression
of mMRNA of P2Xs3 P2Xs, P2Y2 and a down expression for P2Y13, when the
macrophage was treated with LicNTPDase-2 the P2Xs and P2Xrz mRNA level
decreased and when was checked the mRNA expression of infected macrophage
was possible to verify that L. infantum chagasi can control the expression of P2X2,
P2Y 12 and P2Y1s.
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1. INTRODUGAO

1.1. LEISHMANIOSE

As leishmanioses sdo enfermidades causadas por pelo menos 20 espécies
patogénicas de protozoarios flagelados do género Leishmania (Ross, 1903). As
leishmanioses sdo doencas de carater zoondtico e sua transmissdo ocorre, de
forma natural, pela picada de fémeas de espécies de flebotomineos infectadas
(Ordem Diptera; Familia Psychodidae; Sub-Familia Phlebotominae; género
Phlebotomus e Lutzomyia). 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 [1].

Estes protozoarios apresentam um ciclo de vida heteroxeno, onde parte
ocorre no sistema digestivo do hospedeiro invertebrado e parte no interior de
fagolisossomas de macréfagos de mamiferos. Nas porgdes 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 sao fagocitados por macrofagos, sendo localizados no vacuolo
parasitéforo formado pelo fagolisossoma, onde apés um periodo de 12-24 horas se
diferenciam em formas arredondadas denominadas amastigotas. Um flebotominio
nao infectado se contamina ao fazer o repasto sanguineo ingerindo macrofagos
infectados. As formas amastigotas iniciam a diferenciagdo em promastigotas
prociclicas poucas horas apos a ingestdao e a completa diferenciagdo ocorre apos
24-48 horas, estes promastigotas se multiplicam e se diferenciam em promastigota
metaciclicas que serdo inoculados novamente em um novo hospedeiro vertebrado
[1].

As leishmanioses se apresentam sob diferentes formas clinicas, dependendo
da espécie de Leishmania envolvida na infeccdo e da resposta do hospedeiro a
infeccdo, sendo basicamente divididas em: forma visceral (forma mais grave da
doencga), onde o parasito infecta células do figado, bago e medula 6ssea, o que
pode acarretar em imunossupressao e posteriormente morte do hospedeiro se nao

tratado; e formas tegumentares, que podem ser subdivididas em muco-cutanea,



cutanea e cutanea difusa. Na leishmaniose muco-cutédnea o parasito se aloja em
células da mucosa do hospedeiro, podendo causar uma lesdo grave na area de
infeccdo. Na leishmaniose cutdnea o parasito prolifera na area da picada do
flebotominio, gerando leséao tipica, geralmente ulcerada. Por fim, na leishmaniose
cutanea difusa ocorre a disseminacdo das lesdes por metastases, sem que haja
ulceracao destas lesdes.

A Leishmania chagasi € hoje considerada espécie sinbnima de L. infantum, e
sera citada neste trabalho como L. infanfum chagasi, a fim de discriminar esta
espécie causadora de leishmaniose visceral no Novo Mundo de L. infantum principal
agente etiolégico do Velho Mundo. Dos casos de leishmaniose visceral notificados
no mundo, 90% estdo concentrados em Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Sudao.
Além do elevado numero de pessoas infectadas, outro fator preocupante é o
numero de caes infectados nas areas endémicas, porque estes animais sao um
importante reservatério destes parasitos. Portanto, a Leishmaniose Canina (LC) é
um importante problema, de saude publica e animal [2, 3].

Um fator que dificulta o controle desta enfermidade em humano é a LC. E
visto que em areas endémicas o numero de caes positivos para leishmaniose é
altissimo e levando em consideragdo a relagcdo de proximidade do cido com o
homem, este animal torna-se um importante reservatério [4, 5]. Alguns estudos
demonstram que, em areas endémicas, o indice de caes infectados é elevado,
como por exemplo em Jacobina (Bahia), onde a prevaléncia de caes infectados com
L. infantum chagasi chega a 36% [6] e a infeccao € mais prevalente entre animais
mais jovens. Em Jequié (Bahia), cerca de 6,55 cdes em cada 100 s&o infectados
por ano [7]. A urbanizagao da leishmaniose visceral no Brasil nas ultimas décadas é
consequéncia da migracao de pessoas do meio rural para as periferias das grandes
cidades, onde a superlotagao e a baixas condicdes sanitarias criaram um ambiente
propicio para os vetores, nestas areas o0s caes sao principais reservatoérios [7].

Existem hoje diversos métodos de diagndstico para leishmaniose visceral
canina e humana, como os métodos de aglutinacdo direta, imunocromatografia,
ELISA e PCR [2]. A organizagdao mundial de saude considera dois métodos de
diagndstico como apropriados para programas de controle: o teste de aglutinagéo
direta, que usa antigenos de promastigotas para detecgédo de anticorpos presentes
no soro e o teste de imunocromatografia, baseado no antigeno recombinante rK39
[2]. Apesar de existirem estes métodos preconizados, os mesmos apresentam



eficacia variavel em diferentes regides [2]. E visto que, para o diagnéstico no céo
existe, no momento, uma grande discrepancia entre especificidade e sensibilidade
de cada teste, podendo variar conforme o tipo do teste ou conforme o grupo de
amostragem usado principalmente quando se trata de caes assintomaticos [2]. Em
um trabalho feito com cées de Belo Horizonte-MG, foi demonstrado que em
diagndstico usando os métodos de imuno fluorescéncia indireta e imuno ensaio
enzimatico, ocorre reagao cruzada com Trypanosoma cruzi, Ehrlichia canis e L.
braziliensis [8].

Na busca por métodos de diagndsticos mais rapidos e mais confiaveis,
diversos grupos procuram alvos como proteinas de Leishmania que sejam espécie-
especificas e que possam sanar as dificuldades encontradas atualmente de se ter
um antigeno universal confiavel, permitindo um melhor controle em areas
endémicas.

Quanto a vacina, hoje existe apenas duas vacinas contra leishmaniose
canina registrada no Ministério da Saude e comercializadas, mas nao existem
dados que demonstrem a eficacia desta vacina em programas de saude publica [3,
9]. Dentro deste contesto as E-NTPDases demonstram ser alvos promissores para

o desenvolvimento de drogas, vacinas e diagndsticos contra leishmaniaose.

1.2. E-NTPDases e purino receptores

As E-NTPDases sdo enzimas dependentes de cations divalentes que
hidrolisam nucleotideos tri e difosfatados, possuem 5 regides conservadas de
apirase e sao insensiveis a inibidores de diversas ATPases, como por exemplo as
ATPases que estdo relacionadas com transporte de ions através da membrana,
conhecidas como ATPase do tipo P. As NTPDases também sio insensiveis a
inibidores de ATPases tipo V que sdo enzimas relacionadas com o transporte ativo
de substancias nas células, como por exemplo a proto-ATPase e as ATPase do tipo
F que sdo as enzimas relacionadas com a sintese de ATP nas mitocondrias e
cloroplastos [10].

Os nucleotideos extracelulares sao sinalizadores em diversos eventos
celulares, incluindo a regulagao do sistema imune de mamiferos, atuando sobre os
receptores purinérgicos e pirimidinérgicos [11]. J& é bem conhecido o efeito da

ativacdo destes receptores em células do sistema imune, bem como a sua



importancia na modulagcdo da resposta imune, como por exemplo, mondcitos
estimulados com LPS dependem de uma ativacdo de receptores P2Y2 ¢ 6 para
liberar IL-8 e assim estimular uma migracédo de neutréfilos, em outro trabalho é visto
que a NTPDase-1 de macréfago € importante para a auto-regulagao da ativagéo do
receptor P2X7[12, 13]. E de se esperar que as outras NTPDases também apresente
um papel importante na modulagdo da ativagdo deste receptor, bem como dos
outros purino receptores. O receptor P2X7 vem sendo apontado como tento um
papel importante na ativacdo de células imunes para eliminacédo de patdégenos
intracelulares, no entanto é preciso buscar mais conhecimento da participagcéo deste
e dos outros receptores nestes processos [14].

As E-NTPDases de Leishmania se tornaram um alvo promissor de estudos,
tendo sido objeto de patente pelo nosso grupo de pesquisa para uso em varios fins,
como diagnostico, progndstico, vacinagao e desenvolvimento de quimioterapicos
[15]. Varios trabalhos recentes demonstraram que as ecto-nucleotidases, incluindo
as E-NTPDases, parecem atuar como fatores de viruléncia em patdgenos, inclusive
em infecgbes por Leishmania [16-18]. Leishmania infanfum cepa JPMS apresenta
dois genes codificantes de ENTPDases em seu genoma, denominados como
Guanosina difosfatase (gi|146079010) e Nucleosidio difosfatase (gi|146081774),
sendo que, neste projeto, iremos nos referir ao produto deste primeiro gene como
LicNTPDase-1 e ao produto do segundo gene como LicNTPDase-2.

Tendo como foco a leishmaniose visceral canina e possiveis desdobramentos
futuros que possam ser usados em imunoterapia, imunizagdo, diagndstico ou
tratamento, neste trabalho foi avaliada a atividade das enzimas recombinantes
recuperadas apoés purificacdo, melhor condicdo de estocagem e renaturacao
comparando atividade das enzimas recombinantes expressas em E. coli e
expressas em ceélula COS-7. Estes testes sdao de grande importéncia para a
utilizacdo biotecnologica destas enzimas. Foi avaliado também o efeito da
LicNTPDase-1 e da LicNTPDase-2, durante o processo de infeccdo e na expressao
de purino receptores P2 em macréfagos da linhagem RAW 264.7 in vitro. Tendo em
vista que estas enzimas sido potencialmente importantes para o processo de

infecgdo, ja que elas podem modular a sinalizagao purinérgica.



2. ESTADO DA ARTE

2.1. Leishmaniose Visceral Humana (LV)

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 [2]. Segundo
a Organizagcao Mundial de Saude, ocorrem 200-400 mil novos casos da doenga
anualmente, sendo que mais de 20 mil pessoas morrem a cada ano e dos casos de
LV notificados no mundo 90% estdo concentrados em Bangladesh, Brasil, india,
Nepal e Sudao (figura 1). Dados de 2013 demonstram que 96,6% dos casos de LV
reportados nas américas concentram-se no Brasil (figura 2), sendo que a maior
parte dos casos esta concentrada no Ceara, Maranhao, Tocantins e Minas Gerais
[19] . A urbanizagdo da LV no Brasil nas ultimas décadas € consequéncia da
migragédo de pessoas do meio rural para as periferias das grandes cidades, onde a
superlotacédo e a baixas condigdes sanitarias criaram um ambiente propicio para os

vetores [7].
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Figura 1: Distribuicao de Leishmaniose Visceral no mundo, dados de 2012 [3]
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Figura 2: Distribuicdao de Leishmaniose Visceral nas Américas [19]

O diagnéstico para LV é feita através da combinagao de sinais clinicos e
exames parasitolégicos, sorologicos ou PCR [3, 20]. O diagndstico clinico é feito
principalmente em individuos de areas endémicas que apresentam febres
inexplicaveis acompanhada de alguns sintomas como hepatoesplenomegalia,
palidez e perda de peso. A organizagao mundial de saude recomenda dois métodos
de diagnosticos laboratoriais como apropriados para programas de controle: o teste
de aglutinagdo direta, que wusa formas promastigotas e o teste de
imunocromatografia baseado em rK39 [2, 20]. No Brasil os testes laboratoriais para
deteccdo de leishmaniose sao feitos principalmente usando o método de
imunofluorescéncia indireta com o “antigeno de Manguinhos” [21].

Segundo a organizacdo mundial de saude o tratamento da Leishmaniose ira
depender do tipo de doenga, espécie envolvida e a regidao [3]. Os antimoniais foram

usados durante muito tempo no tratamento da LV [22]. Ja& atualmente a



anfotericina B e a pentamidina tém sido usado com mais frequéncia. A anfotericina
B pode ser adiministrada de diferentes formas, mas recentemente tém sido usado
em formulagdes lipidicas para aplicagbes intramusculares, no entanto a eficacia
deste medicamento varia muito de regido para regiao e estudos detalhados em
areas endemicas sao nescessarios para melhor tratamento [22]. No Brasil o
tratamento com anfotericina B pode variar de 6 a 12 meses, variando também a

concetracdo de 2 a 20 mg/kg e o veiculo de dispersao [2].

2.2. Leishmaniose Visceral Canina (LVC)

Além do elevado numero de pessoas infectadas, outro fator preocupante é o
numero de caes infectados nas areas endémicas, pois estes sdo um importante
reservatorio L. infantum chagasi. Dados no Brasil demonstram um elevado numero
de cées infectados em areas endémicas como por exemplo, em Jacobina-Bahia a
prevaléncia de caes infectados com L. infantum chagasi chega a 36%, sendo a
infeccdo mais prevalente entre animais mais jovens [6]. Em Jequié — Bahia, cerca
de 6,55 caes em cada 100 sao infectados por ano [7]. Em um levantamento para
determinar a prevaléncia de caes positivos para LVC em areas urbanas e rurais do
nordeste brasileiro foi visto que 72,2% dos caes avaliados nas areas urbanas foram
positivos para LVC. Dos casos positivos 30,8% nao apresentavam sinais clinicos.
Nas as areas rurais o indice de caes positivos foi de 12,4%, sendo que destes cerca
de 75% néao apresentaram sinais clinicos [23]. Como pode ser observado nos dados
citados, ha um numero elevado de cades que ndo apresenta sinais clinicos o que
acarreta em uma maior dificuldade no diagndstico.

Desta forma estudos focados no diagndstico e vacina para caes sao de
grande importancia para o controle desta enfermidade. Hoje existem diversos
métodos de diagnésticos para LVC, como os métodos de aglutinacdo direta,
imunocromatografia, ELISA e PCR, sendo os mesmo usados para o diagnéstico da
LV. Apesar de existirem estes métodos preconizados, 0s mesmos apresentam
eficacia variavel em diferentes regides e nao existe um método de diagndstico
confiavel principalmente para cées assintomaticos o que dificulta o trabalho de
controle da LVC [2].

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 reagao
cruzada com infec¢des por Trypanosoma cruzi, Ehrlichia canis e L. braziliensis [8].
Recentemente foi publicado um trabalho que avaliou o potencial da NTPDase-2 de
Leishmania infantum chagasi recombinante como antigeno em testes de ELISA
indireta, sendo que para estes testes foram avaliados soros provenientes de 78
caes. Foi visto que a recombinante em questao possibilita a detecgéo de caes com
leishmaniose e apresentou alto de especificidade, o que n&o ocorre em outras
metodologias usadas hoje [24].

Outro problema é que ainda n&o existem vacinas com eficacia comprovada
para o tratamento da LCV, apesar de existirem algumas vacinas no mercado
veterinario. No Brasil apenas duas vacina contra Leishmaniose canina foram
autorizadas pelo Ministério da Saude e estdo sendo comercializadas, mas ainda
nao existem dados que demonstrem a eficacia desta vacina em programas de
saude publica [22]. No entanto existe estudos que visam desenvolvimento de novas
vacinas, como o estudo com a proteina rLiHyp1 de L. infantum que é uma proteina
da familia das super-oxigenases. Neste estudo foi visto que esta proteina possui
potencial para ser usada tanto para diagnostico quanto para vacinas contra
Leishmaniose visceral [25].

Ja o tratamento da LVC é ainda mais problematico, como os caes sao muito
susceptiveis a infecgdo e as drogas usadas sdo as mesmas usadas no tratamento
humano, alguns governos determinam a eutanasia de caes infectados para evitar a
selecao de isolados resistentes a drogas [22]. No Brasil o tratamento dos caes
estava proibido pela 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. No entanto uma decisdo do Tribunal Regional
Federal da 32 regido de 2013, determina que a responsabilidade do tratamento ou
melhor alternativa a ser tomada € do médico veterinario.

Na busca por métodos de diagndsticos mais rapidos € mais confiaveis e por
possiveis alvos para desenvolvimento de drogas ou candidatos vacinais, 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 LVC em areas



endémicas. Dentro deste contexto as LicNTPDases tém sido apontadas como

candidatos promissores.

2.3. Ecto-Nucleosidio Trifosfato Difosfohidrolase

As E-NTPDases (EC 3.6.1.5), ou Ecto-Nucleosidio Trifosfato
Difosfohidrolases, sdo enzimas capazes de catalisar hidrolisar nucleotideos tri e
difosfatados em diferentes ambientes, incluindo o meio extracelular [26]. Estas
enzimas sao dependentes de cations divalentes para sua atividade e insensiveis ou
parcialmente sensiveis a inibidores de ATPase tipo P, V e F, como por exemplo
azida sodica que inibe ATPases mitocondrial (tipo—F), orthovanadato que inibe H*
ATPase (Tipo-P), trifluoperazino que inibe Ca*?>-ATPase(Tipo-P) e outros [10, 27-
29]. Elas podem ser secretadas na forma soluvel ou serem proteina integrais de
membranas com uma ou duas porgbes transmembranas (figura 4).Todos os
membros desta familia possuem 5 regides conservadas denominadas regides
conservadas de apirases (ACRs) figura 3, sendo que estas ACRs (figura 3) sao
extremamente importantes para a formacgao do sitio ativo destas enzimas. Alguns
residuos de aminoacidos sdo extremamente conservados nas ACRs, ja outros séo
mais variaveis e esta variacdo € um possivel fator determinante da diferenca de
especificidade para substrato existente entre as varias enzimas que compdem a
familia [18, 26, 30, 31].

As NTPDases estdo presente em diversos organismos como mamiferos,
plantas, leveduras, protozoarios e pelo menos uma bactéria (figura 5). A primeira
apirase descrita foi a apirase de batata que foi descoberta em 1944 e foi
extensamente estudada. Em mamifero a primeira NTPDase descrita foi a CD39
(NTPDase-1) que foi clonada em 1994 [32]. Atualmente tém se informag¢des mais
detalhadas para as NTPDases de mamiferos, sendo que ja foram descritas 8
diferentes isoformas de NTPDases [18, 26, 33-42]. Cada isorforma apresenta
caracteristicas proprias, como localizagao celular, secretadas na forma soluvel ou
se possui uma ou duas regides transmembrana (figura 4). Para a capacidade de
hidrolise de substratos as NTPDases humanas apresentam as seguintes
capacidades; NTPDases 1, 3 e 8 hidrolisam com maior intensidade ATP, ADP, UTP
e UDP, ja NTPDase-2 apresenta uma maior capacidade de hidrolisar ATP e UTP,
enquanto NTPDases 4, 5 e 6 apresentam uma maior capacidade de hidrolisar
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nucleotideos difosfatados e a NTPDase 7 apresentam uma maior capacidade para
UTP, CTP e GTP [18]. Outra diferenca importante entre as isorformas ¢€ que
algumas destas enzimas podem hidrolisar em uma unica etapa os nucleotideos
trifosfatados diretamente a monofosfatados liberando dois fosfatos inorganicos
(NTPDase-1), enquanto outras hidrolisam os nucleotideos trifosfatados liberando
um fosfato inorgénico e o nucleotideo difosfatado, sendo que os nucleotideos
difosfatados s6 sdo hidrolisados a monofosfatados quando atingem uma
determinada concentragdo no meio de reagao. Esta caracteristica permite que

ocorra um aumento concentragdes transientes de nucleotideos difosfatados o que

pode ser importante para sinalizacao celular [26, 39] .

ACR1 ACR2 ACR3 ACR4 ACRS5
NTPDased --=-YGIVVDCGSSGSRVEFVYCW---ETPLYILCTAGMRILP--~-VISGKQEGVYAWIGINFVL---GILDMGGVSTQIAY~---VOWTLGAI--—
NTPDase7 -==YGLVVDCGSSGSRIFVYFW---ETPLYILCTAGMRLLP---VISGKQEGVYAWIGINFVL---GILDMGGASLQIAY---VOWTLGAI---
NTPDasel ---YGIVLDAGSSHTSLYIYKW---ETPVYLGATAGMRLLR---IITGQEEGAYGWITINYLL---GALDLGGASTQVTF---AGWTLGYM-~-—
NTPDase8 ===FGIVFDAGSSHTSLFLYQW---KTPTFLGATAGMRLLS~--~LLAGQAEGAFGWITVNYGL~~-GALDMGGASTQITF~-~-IGWTLGYM-~~
NTPDase2 ===YGIVLDAGSSHTSMFIYKW---GTPLYLGATAGMRLLN---ILSGQEEGVFGWVTANYLL~---GAMDLGGASTQITF~-~--VGWALGYM-~-~
NTPDase3 ===YGIVLDAGSSRTTVYVYQW---STPIHLGATAGMRLLR--~IISGQEEGVYGWITANYLM-~-~-GALDLGGASTQISF-~-IAWSLGYM-~~
NTPDase5 -==YGIMFDAGSTGTRIHVYTF---KTPVVLKATAGLRLLP---IMDGSDEGILAWVTVNFLT--~-GTLDLGGASTQITF---TGWALGAT--~
NTPDase6 -==YGIMFDAGSTGTRVHVFQF---ATPLVLKATAGLRLLP---IMNGTDEGVSAWITINFLT-~-GMLDLGGGSTQIAF~--~TSWALGAI -~~~
T.vaginalis-NTPDasel ---YGIMVDAGSSGTRAFVYTW-~--STPMYVFATAGMRLLG---VINGVEEGVYGWLSVNLLL---GAMDLGGASFQIAV-~--LSWAIGAM---
T.vaginalis-NTPDase2 = ------ MVDAGSSGTRGFLYTW---ETPIYVYATAGMRLLS~~--VISGVEEGVYGWLSVNNLL---GSIDLGGASFQIAL~---LSWAIGAM-~-~-
T.vaginalis-NTPDase3 ---KVLIFDAGSSGTRVYLYQY---DVPLMIYATAGMRLLS---VIEGYEEGIYAWISVNKLR---PILEIGGASVQFAS---POWTLGAV---
T.vaginalis-NTPDase4 ---KVLIFDAGSSSTRVYLYKY-~--SVPLIVYATAGMRLLP---VIPGYEEGLFAWVAVNRLR---PIFEFGGASAQIAA---POWTLGAV---
T.cruzi-NTPDase ===YSIVFDAGSTGSRVHVFRY-~--CVPIEMKATAGLRRIG-~~-ILEGWEEGPLAWLTVNYLL-~-TILDLGGGSTQIVM-~-~-TAWALGAS -~~~
T.brucei-NTPDase -—--YSVVFDAGSTGSRVHVYRY---CVGIELKATAGLRRIG---ILEGREEGPLAWLTVNFLI---TILDLGGGSTQVVM---TAWTLGAS--—
L.major-NTPDase2 -=-YSVVFDIGSTGNRVHVYKY---CTAAEFKATAGLRMLG---ILDACEEGPMAWLTVNYLL---AVIDLGGGSTQIVF---TAWSLGAS--~
L.braziliensis-NTPDase2 ---YSVVFDIGSTGNRVHVYKY---CTPIEFKATAGLRMLG---ILDSHEEGLMAWLTVNFLL---AIIDIGGGSTQIVF---TAWPLGAS---
L.major-NTPDasel -==-YDVVIDAGSTGSRVHVFQY---CTSVTLKATAGLRLLP---IISGAQEGVYGWLTVNXLL~-~-ATIDMGRASTQVVF---VSWSLGSS~-~-—
L.infantum-NTPDase ===YDVVIDAGSTGSRVHVFQY---CTFVTLKATAGLRLLP---IISGAQEGVYGWLTVNYLL~---ATIDMGGASTQVVF---VSWSLGSS~---
L.braziliensis-NTPDasel ---YDIVIDAGSTGSRVHVFQY---CTSVTLKATAGLRLLP---IVSGAQEGVYGWLTVNYLL--—ATIDMGGASTQVVF---VSWSLGCS—--
S.cerevisiae-GDAlp —-—-YVIMIDAGSTGSRVHIYKF-~-CTPVAVKATAGLRLLG-~--IMGGDEEGVFAWITTNYLL---AVFDLGGGSTQIVF~---IGWCLGAS -~
C.neoformans-GDAlp --=YALTIDAGSTGSRIHVYKF---CTPVEVKATAGLRLLG---NWDFTVGGVYAWITANYLL-~-AVMDLGGASTQIVF-~--LGWALGAG-~~
L.pneumophila-Lpgl205 ---CIAVIDAGSTGSRLHIYSY---NIPVYFYATAGMRLLP---TITGNDEALFDWLAVNYKL---GVMDMGGASVQIVF---LDWTIGVV---
L.pneumophila-Lpg0971 ---CIAVIDAGSSSSRLHIYAY---LMPVYFYSTAGMRLLP---TISGTEEGIFAWLATNYQL---GVMDIGGASVQIVI---IDWTLGVV---
T.gondii-NTPDase3 ---ALVVIDAGSSSTRTNVFLA---GIPVMLCSTAGVRDFH---PITGAEEGLFAFITLNHLS---GVVEVGGASAQIVF---LGWQVGVI~---
T.gondii-NTPDasel ---ALVVIDAGSSSTRTNVFLA---GIPVMLCSTAGVRDFH---PITGAEEGLFAFITLNHLS~~--GVVEVGGASAQIVEF-~--LGWQVGVI---
N.caninum-NTPDase ---AIVVIDGGSSATRTDVFLA---GVPVLLCSTAGVRDFH---PITGAEEGLYAFLALNHLS---GVVEVGGASTQIVEF---LGWHVGAI--—
S.neurona-NTPDase -=-AVLLIDGGSSKTQPVMFKM---GVPVLFNSTAGIRDFA---TLSGEEEGVSAFLTANHLL---GIVEVGGASMQIVL---AGWPIGRI--~
S.mansoni-NTPDase2 ---YGVVFDAGSTGSRVHI FKL---NTPVILRATAGLRLIS---IMDGFYEGLYLWFTLNFLN---GTLDLGGGSTQITF~--~-INWSLGAL---
S.cerevisiae-NTPDase --~-FGIVIDAGSSGSRIHVFKW~-~-~SCPVFIQATAGMRLLP---VIDGETEGLYGWLGLNYLY~~--GFMDMGGASTQIAF--~-LSWTLGRI---
P.syringae-NTPDase -—-WOVVVDAGSSKTRGILYRL---TVLVNVLGTAGMRELS---TIDGRDEGIFAWVHLNFLK---GIIEMGGASSQITF---IRWTDGFL--—
S.mansoni-NTPDasel -=-YSVVIDAGSTSSKLHLYKW---HTPIYLAATAGMRLKL---LLYGSEEGLYGWVSVNYIL---GSLDLGGASTQIAF---VSWALGYM-—-—
P. falciparum-NTPDase ——=YGIIIDAGSNGTRIHLFEW-~--SYPFYFQATGGMRNLK-~--ILSGEEEGIYGWLAVNNLL---GAIDLGGSSTQITF---ISWTHGSM-—~
P.atlantica-NTPDase --~-CHIIYDAGSSGTRLFVYEE~~--VVSARIYATAGMRIAE-~--TVTGFEEGLFAWLSVQDTY---GIVDMGGASSQVTF-~--VSWTRGAV--~

Figura 3: Alinhamento entre as cinco ACRs de diversas espécies [18].
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Figura 4: 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

[18].
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Figura 5: Arvore filogenética mostrando o agrupamento das apirases de diversos organismos
[43].

Em 2008 a NTPDase-2 de Rattus norvegicus teve sua estrutura resolvida. Foi
possivel determinar quais os residuos de aminoacidos participam diretamente e
indiretamente da hidrolise de nucleotideos o que possibilitou uma maior compressao
da reacgao catalisada por esta enzima [31]. Recentemente foi resolvida também as
estruturas da NTPDase de Legionella pneumophila e da NTPDase-1 de Toxoplasma
gondii [30, 44, 45]. Em analise comparativa entre a NTPDase-2 de Rattus
norvegicus e NTPDase de Legionella pneumophila, verifica-se que estas duas
enzimas possuem uma identidade de sequéncia de apenas 26%, mas quando é
feita sobreposi¢ao das estruturas observa-se uma similaridade estrutural significante
(figura 5) [30]. Tal constatagdo sugere que, apesar dos residuos conservados nas
duas sequéncias serem poucos, estes sao estruturalmente conservados e alguns
poucos residuos que se mantém conservados sdo importantes para manter estas
enzimas em estruturas similares. No entanto, a preferéncia por substrato nestas
duas enzimas apresenta diferencas: a NTPDase de L. pneumophila apresenta uma
eficacia similar na hidrolise de ADP e ATP, mas o Km para ATP foi bem menor (0,4

mM) do que para ADP (1 mM) [46]. J&4 a NTPDase-2 de R. norvegicus possui um Km
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aproximado para ATP e ADP de 0,0303 e 0,039 mM respectivamente [42]. Isto
sugere que as alteragdes, proporcionam uma diferengca na atividade da enzima,

mesmo sendo a estrutura semelhante.

Figura 6: Comparagao entre a estrutura da NTPDase de L. pneumophila (cinza) com a
estrutura da NTPDase-2 de R.norvegicus (laranja) [30]:E possivel observar um grau elevado de

sobreposigéo entre as a-hélices e as folhas 3 entre as duas estruturas.

Portanto € necessario obter mais conhecimento sobre estas enzimas para
poder determinar quais seriam os residuos de aminoacidos responsaveis por estas
diferencas na especificidade e catalise de nucleotideos, o que facilitaria muito nos
estudos de desenho racional de drogas. As E-NTPDases sdo enzimas que
controlam a concentracdo de nucleotideos em torno do seu microambiente e
juntamente com a enzima 5’ nucleotidase, podem agir na modulagédo de sinal via

diversos subtipos de purino receptores nas células.
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2.4. E-NTPDases e sinalizagao purinérgica do sistema imune

A maioria dos trabalhos sobre NTPDases, abordam a hidrolise de
nucleotideos de adenina e uracila tri e difosfatados e seus papéis na regulagcédo da
sinalizagao purinérgica, ja que a hidrolise destes nucleotideos podem modular a
ativacdo dos purino receptores. Relataremos agora os papéis dos nucleotideos
extracelulares e das NTPDases de mamifero envolvidas com seu metabolismo.

Os nucleotideos extracelulares sao sinalizadores celulares em diversos
eventos, incluindo a regulagdo do sistema imune de mamiferos, atuando sobre
receptores purinérgicos e pirimidinérgicos (figura 7) [47]. O conceito de um sistema
de sinalizagdo purinérgica, utilizando nucleotideos e nucleosideos purinicos como
mensageiros extracelulares, é conhecido ha mais de 30 anos, periodo em que ja se
demonstrava a influéncia da liberacdo de ATP sobre células do sistema nervoso,
posteriormente foi identificado purino receptores em diversos tecidos, como
musculos, pulmao, coragéo, bago, testiculos, bexiga, intestino, figado, células do
sistema imune e outras [11, 48, 49]. Por sua vez, os purino receptores sao proteinas
ancoradas a membrana celular que reconhecem purinas e pirimidinas que, ao se
ligarem ao receptor, desencadeiam uma série de reagdes, alterando o
comportamento celular. Os purino receptores sao divididos em receptores dos tipos
P1 e P2 (figura 7) [11].

Os receptores do tipo P1 sdo subdivididos em A1, A2a, A2s e As, sendo todos
eles ativados pelo reconhecimento de adenosina (figura 7). Estes receptores
possuem sete dominios transmembrana e sao acoplados a proteina G na porcéo
citosdlica, atuando na ativacado ou inibicdo da adenilato ciclase. Os receptores do
tipo P2 sédo subdivididos em dois grandes grupos: os receptores do tipo canal P2X
(P2X1-7) que, quando interagem com ATP, possibilitam o fluxo de cations de forma
nao seletiva através da membrana; e os receptores do tipo serpentina, P2Y (P2Y1,
P2Y2, P2Y4, P2Ys € P2Y11-14) (figura 7). Os numeros ndo mostrados, sao referente a
sequéncia genica de possiveis subtipos de receptores P2Y, mas que ndo possuem
evidencia de que eles sao receptores funcionais, por exemplo o P2Y3s que é
encontrado em frango e o P2Ys que é encontrado em Xenopus e peru e ambos sao
ortélogos ao receptores de mamifero P2Ys e P2Y4 respectivamente, no entanto nao
foi comprovado ainda que estes receptores desencadeiam alguma fungao nestes
organismos [11, 47, 50]. Uma das vias de acdo destes receptores, quando
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ativados, é a ativagao de fosfolipase C, que leva a produgao de diacilglicerol e
inositol trifosfato, culminando na mobilizacdo 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-
estimulacao. Os receptores P2X sao ativados por diferentes concentragdes de ATP,
dependendo do subtipo [47]. Ja os receptores P2Y podem ser ativados por
diferentes concentragcées de ATP, ADP, UTP, UDP, ITP e nucleotideos ligados a
agucares, o que também €& dependente do subtipo do receptor, para reviséo [11, 47,
51, 52].

Estes receptores sdo expressos em diversas tipos de células do sistema
imune; como neutrofilos, mondcitos, macrofagos, linfécitos, células natural “killer”,
células dendriticas [47] . A grande diferenga entre estas células é que umas
expressao mais determinados receptores do que outros ou nao expressao, o que
acarreta em um tipo de resposta fisioldgica especifica a cada estimulo. [11, 12, 14,
47, 53-59].

ATR »r A\DR »> AMP »> A

P2X1.7 P2Y12.4.6,11,12,13,14 A12A,2B,3
Figura 7: Topologia de membrana dos receptores P1 e P2 e uma sequéncia de alguns

agonistas que podem ativa-los [60]. Nesta figura é possivel verificar os nucleotideos que podem

regular a ativagao dos receptores P2X e P2Y.

Tem-se demonstrado em alguns trabalhos o efeito da ativagdo destes

receptores em células do sistema imune, bem como a sua importancia na

16



modulag¢ao da resposta, por intermédio do controle de liberagdo de citocinas. Por
exemplo foi demonstrado que os receptores P2Y2 e P2Y12 e os receptores P1A2a,
A2b e A3 s&o importantes para o mecanismo de quimiotaxia dos macréfagos
induzida por gradiente de Cb5a. Quando adicionado apirase de batata (uma E-
NTPDase com alta atividade ATPasica e ADPasica) ocorre uma queda da
quimiotaxia [61]. O mesmo ocorre quando é feita a inibicdo dos receptores citados.
Além disso, a ativagao ou inibicado dos receptores P2 em monécitos podem causar
alteracdo em repostas de outras células, como por exemplo, o seu efeito na
migracao de neutrofilos [12, 62].

Outros trabalhos demonstram que os macrofagos estimulados com
lipopolissacarideo (LPS) secretam IL-8 que por sua vez, estimula a migragdo de
neutrofilos. No entanto a liberagcdo de IL-8 é dependente de uma estimulagao da
célula pelo LPS que por sua vez faz com que esta célula libere nucleotideos que
irao ativar os receptores P2Y2 e P2Ys. Por outro lado, ocorre uma diminuigcdo na
liberacdo de IL-8 quando é feita a 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 [12].

Ja em estudo com neutrdéfilos humanos, foi visto que a liberagao polarizada
de ATP juntamente com ativagao de receptores P2Y2 e P1A3 esta relacionada com
a amplificagcdo do sinal do controle de orientagdo e migragcao da célula. Quando é
feita a adicao de apirase nos ensaios é observada uma alteragao na quimiotaxia dos
neutrdfilos. Outro fendmeno observado é a redugao da formagao de superdxido [63].

Com estes dados é possivel verificar que os purino receptores tém um papel
crucial no controle destas células, ja que para migracao de neutrofilos é preciso que
o macrofago libere quimio-atraentes para desencadear a migragao, mas para o
macrofago liberar estas moléculas ele depende da ativagdo de purino receptores e
os neutrofilos também dependem da ativagao de seus purino receptores para se
direcionarem e terem uma migracao efetiva. Outro dado importante é que a adigao
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 € 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 regulacio.
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Outro receptor muito importante para resposta imune € o P2X7. Varios
trabalhos demonstram que a ativacao deste receptor € necessaria para a ativagao e
eliminacao de infecgédo pelos macréfagos [14, 58, 64-66]. Estudos demonstram uma
possivel correlacdo entre ativacdo de P2X7 de mondcitos e macrofagos com
liberacao de IL-1B. Nestes estudo verifica-se que a liberagao de IL-18 é inibida pela
a adicdo do inibidor AG126, no entanto a correlagado direta deste inibidor com o
receptor P2X7 ainda nao € certa [65, 66]. Este receptor parece agir também na via
de controle de apoptose de mondécitos e macrofagos infectados com
Mycobacterterium tuberculosis [58]. Neste estudo foi verificado que a apoptose
induzida pela infecgao por M. turberculosis € inibida quando o receptor P2X7 foi
bloqueado. Além disto, dois trabalhos verificaram um aumento de expressao do
receptor P2X7, P2Y2 e P2Ys em macréfagos infectados com Leishmania
amazonenses, quando comparado com células infectadas com as nao infectadas e
que a ativacao destes receptores € importante para eliminagdo do parasito, ja que
células infectadas sdo mais sensiveis a apoptose induzida por ATP ou UTP [64, 67].
Outro estudo focado no receptor P2X7, demonstra que macréfagos infectados com
L. amazonenses e macrofagos néo infectados possuem seletividade alterada para
fluxo de ions. Onde células infectadas sdo menos permeaveis a corantes catibnicos
e mais permeaveis a corantes anidnicos, sugerindo que ocorre uma indugdo de
seletividade no receptor P2X7 em células infectadas [68] .

Ja em um trabalho com macréfagos de camundongo C57BL/6 foi
demonstrado que o receptor P2X7 € auto regulado pela NTPDase-1 do macrofago
[13]. Em experimentos de indu¢cdo 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 da ativagdo do P2X7, que por sua vez controla a indugdo de apoptose
destas células [13]. Foi possivel verificar também que a secreg¢do de IL-13 e IL18
induzida pela ativagcao de P2Xz7, é controlada pela NTPDase-1 [13]. Observando a
importancia da NTPDase-1 na regulagcdo deste receptor, podemos imaginar que
outras NTPDases expressas por estas ceélulas ou por patdégenos por exemplo,
podem ter um papel importante no controle deste e de outros purino receptores.
Provavelmente a regulagdo é dependente do momento e do tipo de infecgdo que a
célula esta combatendo, ja que cada situacédo leva a uma determinada resposta.
Assim, a expressao de E-NTPDases dos parasitos poderia influenciar a sinalizagcao
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purinérgica, simulando o efeito regulador das enzimas do proprio organismo (no

caso o hospedeiro).

2.5. E-NTPDases de Patégenos

Diversos patdgenos conhecidos apresentam uma atividade ecto-
nucleotidasica em sua superficie e expressam NTPDases ou possuem genes que
podem codificar possiveis NTPDases. Como por exemplo Toxoplasma gondii,
Neosporum caninum, Schistosoma mansoni, Sarcocytis neurona, Plasmodium
falciparum, Trypanosoma brucei, T. cruzi e diferentes espécies Leishmania [18,
43, 69-73].

O primeiro patogeno para o qual foi demonstrado uma co-relagdo entre
viruléncia e expressao de NTPDases e atividade ecto-nucleotidase foi para o T.
gondii [70, 71]. Onde é visto que os isolados mais virulentos destes parasitos
expressam NTPDase-1 e 3 enquanto os isolados menos virulentos expressam
apenas a NTPDase-1 [70, 71, 74]. Em trabalhos mais recentes, foi demonstrado
uma relagcdo entre atividade ecto-nucleotidase e viruléncia para T. cruzi, agente
causador da doenca de chagas, onde foi visto que cepas mais virulentas
apresentam uma atividade ecto-nucleotidase diferente de cepas menos virulentas
[43, 69].

Estudos focados em diferentes espécies de Leishmania também demonstram
uma relagdo entre atividade ecto-nucleotidase e capacidade infectiva. Em um
trabalho feito com diferentes espécies de Leishmanias foi demonstrado que as
espécies mais infectivas apresentam uma maior capacidade de hidrdlise de
nucleotideos. Em outro trabalho com diferentes isolados de uma mesma espécie,
onde os isolados apresentam capacidade infectiva distintos, também possuem uma
capacidade de hidrélise de nucleotideos distinta [17, 75]. Ja foram preditos no
genoma das diferentes espécies de Leishmania dois genes codificantes de E-
NTPDases uma isoforma maior e que possivelmente secretada na forma soluvel e
outra isoforma menor que apresenta uma regido transmembrana N-terminal. Em
analise filogenética entre as duas isoformas é possivel verificar que as isoforma

maiores das diferentes espécies de Leishmania, assim como a NTPDase-1 de T.
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cruzi e de T. brucei possuem maior similaridade entre si, quando comparado com as
isoformas menores dentro da mesma espécie. Talvez esta similaridade seja devido
a conservagao nestas espécies de uma possivel via de atuagdo de cada isoforma

(figura 8).
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Figura 8: Agrupamento das NTPDases 1 e 2 de tripanosomatidios. A) Agrupamento feito por
inferéncia Bayesian. B) Agrupamento feito pelos métodos Neighbor joining / UPGMA. As arvores
foram feitas com alinhamento das sequéncias de aminoacidos das NTPDases de Leishmania, T.
bruceie T. cruzi [76].

Até o momento nao foi demonstrado a fungao especifica para cada uma das
isorformas de NTPDases das Leishmanias e por este motivo &€ necessario maiores
estudos focados em desvendar a funcdo destas enzimas no metabolismo dos
parasitos e na modulagdo do metabolismo das células hospedeira.

Para L. infantum (cepa JPCMS5) os genes anotados das NTPDases sé&o:
Guanosine Diphosphatase (gi|146079010), provavelmente por apresentar na
anotagao automatica do genoma uma similaridade com a GDPase de leveduras 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 a possivel GDPase que é a isoforma maior como
LicNTPDase-1 (devido a sua maior similaridade de sequéncia primaria com a
NTPDase-1 de T. cruzi que foi descrita e bioquimicamente caracterizada como E-
NTPDase, capaz de hidrolisar varios nucleotideos tri e difosfatados) [69, 77]. O

produto do segundo gene que codifica a isoforma menor, chamaremos de
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LicNTPDase-2, sendo que esta enzima de L. infantum foi recentemente
caracterizada bioquimicamente pelo nosso grupo como uma genuina apirase, capaz
de hidrolisar nucleotideos tri e difosfatados (artigo em preparagao). Devido aos
genes das E-NTPDases 1 e 2 de L. infantum apresentarem entdo similaridade com
GDPases e NTPDases, a seguir sera descrito com mais detalhes alguns dados

importantes da literatura sobre a relagdo da atividade destas enzimas e a viruléncia.

2.6. Correlagao entre Ecto-Nucleotidase e viruléncia de T. cruzi e

Leishmania

Atualmente muitos grupos que estudam Leishmaniose Visceral, seja no
homem ou no cdo, estdo focando seus estudos na busca de novos alvos para
desenvolvimento de drogas, para uma vacina efetiva e também novos métodos de
diagndsticos que incluam alvos que possibilitem um diagndstico mais confiavel com
maior rapidez e nos resutados e facilidade de execug¢do. 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 [15].

Em estudos feitos em T. cruzi, foi visto que estes parasitos possuiam
atividade ecto-nucleotidase em sua superficie e que esta atividade era dependente
de cations divalentes [43, 78, 79]. Em trabalho feito em 2004, foi feito a clonagem do
possivel gene da NTPDase de T. cruzi [43]. Estudando diferentes cepas de T. cruzi
com diferentes capacidades infecciosas, nosso grupo de pesquisa mostrou que o
perfil de hidrélise para ATP e ADP, se modifica em uma mesma cepa mantida “in
vitro” por varios ciclos, onde ocorreu reducdo na razao de hidrélise ATP/ADP,
acompanhada por uma diminuicdo da capacidade infecciosa deste parasito [69].
Neste mesmo trabalho, uma perda significativa na capacidade infecciosa também
foi notada em ensaios com inibidores especificos para NTPDase [69]. Também foi
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 e outro independente desta atividade. Em testes
usando inibidores parciais de E-NTPDases (suramina, cloreto de gadolinio e ARL
67156) foi verificado uma reducdo na infec¢cdo presenga destes inibidores, e um
mecanismo independente de atividade enzimatica. Por outro lado, usando um

antissoro poli-clonal anti-NTPDase-1 de T. cruzi, que nao inibe a atividade da
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enzima, foi verificado também uma redugao na infeccdo [69]. Em um trabalho
recente do nosso grupo, foi possivel comprovar a existéncia deste segundo
mecanismo. Foi demonstrado que quando na presenca de concentragdes
crescentes da NTPDase-1 recombinante de T. cruzi, houve uma reducdo
proporcional da adesao dos parasitos na célula hospedeira. Este resultado sugere
gue a enzima recombinante compete com a enzima do parasito pelo sitio de adesao
na célula hospedeira [77].

Em trabalhos com L. amazonenis, demonstrou-se a existéncia de uma ecto-
ATPase dependente de magnésio e sensivel a suramina (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 [16,
80]. Em outro trabalho com diferentes espécies de Leishmania demonstrou-se que
as espécies L. amazonensis, L. braziliensis e L. major apresentavam um perfil de
hidrolise distinto para ATP, ADP e AMP, sendo este dado de hidrdlise diferenciado
entre as espécies e correlacionando com as lesdes geradas na pata de
camundongos (C57BL/6) [17] .Para L. amazonensis, a atividade foi maior, sendo a
lesdo nao 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
[17]. Em trabalhos mais recentes com L. amazonenses foi possivel identificar a
localizacdo da NTPDase-1 em diferentes compartimentos celulares, como
membrana plasmatica, nucleo, cinetoplasto, flagelo e bolsa flagelar [81]. Este
resultado indica que as NTPDases de L. amazonenses podem estar atuando em
diversos vias do parasito.

Trabalhando com diferentes isolados de L. braziliensis com capacidade de
hidrolisar nucleotideos (ATP, ADP e AMP) diferentes, foi visto que os isolados com
maior atividade ecto-nuleotidasica séo isolados mais infectivos do que os isolados
com menor capacidade, o que comprova uma relacao direta entre atividade ecto-
nucleotidasica e capacidade infectiva mesmo quando é comparado uma mesma
espécie de Leishmania [75]. Ainda para L. braziliensis, outro trabalho demonstrou a
presenca de uma ATP difosfohidrolase, nome sindbnimo de E-NTPDase, capaz de
hidrolisar ATP e ADP, na superficie de promastigotas de L. braziliensis e L.
amazonensis. Neste trabalho os autores conseguiram demonstrar através de

microscopia eletrénica a presenga da NTPDase-1 na membrana plasmatica, nucleo,
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cinetoplasto, flagelo e bolsa flagelar, sendo este resultado idéntico ao encontrado
para L. amazonenses. Outro dado importante demonstrado foi que o anticorpo anti-
NTPDase de L. brasilienses é capaz de reduzir o crescimento das promastigotas “in
vitro”, indicando a importancia destas enzimas para o crescimento celular [82].

Em um trabalho com L. infantum apresenta uma perda de capacidade
infectiva quando mantida em cultura axénica por sucessivas passagens e que estes
parasitos perdem a capacidade de modular resposta imune na célula hospedeira.
No entanto a capacidade de infectiva é recuperada quando os parasitos séo
induzidos a se diferenciar em amastigotas [83]. Este dado corrobora com o que ja
foi demonstrado para T. cruzi, mas como neste trabalho nio foi feito analise da
atividade ecto-nucleotidase, ndo podemos afirmar que o resultado obtido esta
relacionado com capacidade de hidrolise de nucleotideos. Em trabalho recente com
L. infantum, foi demonstrado a atividade da NTPDase do parasito por excisao de
banda do gel, foi visto também que tanto o anticorpo anti-apirase de batata quanto o
anti-NTPDase de L. brasilienses inibem a atividade desta enzima, sendo que o anti-
NTPDase de brasilienses tem um efeito inibitério maior. Isso se deve ao fato de que
o anticorpo anti-NTPDase de L. braziliensis reconhece um dominio extremante

conservado entre as duas espécies [84].

3. OBJETIVOS

Considerando a importadncia dos nucleotideos extracelulares como
sinalizadores, e das E-NTPDases como fatores de infectividade e viruléncia de
patdégenos, 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 infecgdo relacionado as doencas e quem sabe assim abrir novas
perspectivas de uso destas como alvo quimioterapico, imunoterapico ou no
diagnostico.

Neste trabalho os resultados serdo divididas em duas partes. No primeiro
capitulo sera demonstrado os resultados de atividade enzimatica comparativa entre
diferentes protocolos de refolding das enzimas recombinante expressa em E. coli,
bem como atividade das enzimas expressa em célula COS-7. Esta avaliagao é

muito importante para demonstrar os acertos na metodologia emprega na
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renaturacao das enzimas. Bem como o melhor sistema de expressdo para cada
uma das LicNTPDase.

Ja no segundo capitulo sera apresentado alguns resultados de experimentos
que demonstram a agado das recombinantes em macréfagos murino da linhagem
RAW 264.7. O que pode auxiliar na compreensao da fungdo destas enzimas na
célula hospedeira, o que permitira desenvolvimento de novas estratégias de agao

para o tratamento de leishmaniose canina ou humana.
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4. Capitulo 1:
Avaliagao da atividade enzimatica das LicNTPDases em diferentes:

condicoes de armazenamento, protocolos de renaturacao e sistemas de

expressao
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4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar: Qual a melhor condicdo de armazenamento, renaturagdo e melhor
sistema de expressdo das LicNTPDases considerando os sistemas de expressao
bacteriano e em células COS-7.

Determinar algumas caracteristicas enzimaticas da LicNTPDase-1 como
preferéncia por nucleotideos e cations. Assim teremos mais informagdes sobre as
duas LicNTPDases, possibilitando uma melhor comparagao entre as duas enzimas.
Ja que os estudos voltados para a caracterizagdo da LicNTPDase-2 ja esta bem
avancada.

Estas avaliagdes serdo muito importante para experimentos futuros, bem

como em um futuro uso destas enzimas em vacinas ou kits para diagnéstico.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Organismos

Para elaboracdo deste trabalho foram utilizadas duas cepas de Escherichia
coli, E. coli DH5a que foi usado nos ensaios de clonagem e BL21 codon plus-RIL
(STRATAGENE) que foi usado nos ensaios de expressdo heterdloga. Para
expressao em células de mamifero foi usado a célula COS-7 que é derivada de rin

de Cercopithecus aethiops (macaco verde africano).

5.2. Meios de culturas usados

Para os ensaios com E. coli foram utilizados dois meios diferentes, meio
Luria-Bertani (LB) (1% de bacto-triptona; 0,5% de extrato de levedura; 1% de NaCl,
pH 7,0), liquido ou sdlido (adicdo de 1,5% de agar) com ou sem 50 upg/mL de
ampicilina [85]. Este meio foi usado nos experimentos de clonagem e na expansao
de BL21, antes da inducdo da expressdo. 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 MgClz; 2,5 mM de KCI e 20 mM de glicose; pH 7) que € uma modificagéo do
meio SOB [85]. A cultura de COS-7 foi mantida em meio DMEM (SIGMA) pH 7,2,
suplementado com 10% soro fetal bovino (LGC), 2mM de L-glutamina, 100ug/mL de

penicilina e 20pg/mL de gentamicina.

5.3. Obtencao de células competentes e transformagao

Para obtencgao das células competentes inicialmente foi feito um pré-indculo
das cepas de E. coliem 4 mL de LB. As células foram incubadas sob agitagao de
180 rpm a 37°C por aproximadamente 20 horas. Em seguida foi feita, expansao das
culturas para 100 mL de meio LB. Neste ponto foi feita uma diluigdo de 50 vezes.
Entdo as células foram crescidas até atingir DOsoo = 0,5 de 0,8 (a leitura foi feita em
cubeta com caminho ético de 1 cm). Quando as células alcangaram a expanséao
desejada, foram centrifugadas a 12500 x g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi suspendido em 40 mL de solugdo de CaClz 0,1 M

(solugao esterilizado e mantida a 4°C). Este material ficou no gelo por pelo menos 1
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hora e depois foi centrifugado novamente e o precipitado foi suspendido com 1mL
de solugéo de CaCl2 0,1 M, sendo o volume completado com 176 pL de glicerol
(para ficar em concentracdo de 15%). As células foram estocadas em freezer a -
80°C em aliquotas de 100 pL, protocolo adaptado de [85]. Para transformacgao das
células foi usado o método de choque térmico descrito em com alteragao apenas
nos volumes de material genético usado [85]. Para produtos de ligagdo usados
durante a clonagem, foram adicionados 20 pL da reacg&o de ligagdo (vetor mais
gene alvo), enquanto que para a transformagao e indugdo da expressao foi usado

apenas 1uL da extracdo de DNA plasmidial que corresponde aproximadamente a 50

ng.

5.4. Clonagem da LicNTPDase-1 e 2 de L. infantum chagasi no vetor

PET21b de expressao em E. coli

Os genes das duas LicNTPDases de L. infantum chagasi foram previamente
analisados e posteriormente foi desenhado primers que amplificassem apenas a
regido soluvel se ambas as enzimas, eliminando a regido do peptideo sinal da
LicNTPDase-1 e a regidao de transmembrana da LicNTPDase-2. Os genes foram
entdo clonados no vetor pET21b (figura 9). Os detalhes das clonagens ja foi

demonstrado nas dissertacdes [76, 86].
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Figura 9: Mapa do vetor de expressao pET21 b (NOVAGEM).
5.5. Clonagem da LicNTPDase-1 e 2 de L. infantum chagasi no vetor

pcDNA3 de expressdo em célula de mamifero

Os genes das LicNTPDase-1 e da LicNTPDase-2 previamente clonados em
vetor pET21b foram usados como molde para efetuar a clonagem no vetor pcDNA3
(figura 10), o vetor usado nesta clonagem continha o gene da NTPDase-1 de
camundongo, sendo desenhado primers que amplificariam o vetor inteiro mais a
regidao de transmembrana da NTPDase-1 de camundongo. Para efetuar esta
clonagem foi usado o kit fusion que € um kit de clonagem por PCR (CLONTECH).
Foram desenhados 3 pares de primers foram desenhados (tabela 1). As condi¢des
do PCR foram determinadas de acordo com os primers e as recomendagdes do

fabricante do kit (figura 11).
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Tabela 1: Primers usados para clonagem das LicNTPDases no vetor pcDNA3

Nome Sequéncia nucleotidica 5’3’
Vetor oligo F1 CGGCCGCTCGAGTCTAGAG
Vetor oligo R1 CAGTCCCACAGCAATCAAAGCT
LicNTPDase-1

F1 ATTGCTGTGGGACTGAACCCGCTTCAGTCGC
LicNTPDase-1

R1 AGACTCGAGCGGCCGTTAGGTAAGAGAGAGGAGTG
LicNTPDase-2

F1 ATTGCTGTGGGACTGCTCTCCCCATGTGACTC
LicNTPDase-2

R1 AGACTCGAGCGGCCGTCATTCCATCTTGAGCAG

e Em negrito estdo as regides dos Primers que serdo usadas na recombinagdo com o vetor.

5.6. Expressao das LicNTPDases recombinantes em sistema bacteriano

As construgbes pET21b/LicNTPDases de L. infantum chagasi foram
utilisadas para transformar bactérias E. coli BL21 codon plus-RIL (STRATAGENE).
As células transformadas foram colocadas para crescer em meio SOC com 50
Mg/mL de ampicilina em incubadora por 20 horas a 37°C a 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. Apds este tempo o material foi transferido para um maior volume (500 mL) de
meio SOC sem antibidtico. A incubacido foi feita da mesma forma anterior. As
culturas foram incubadas até que atingissem DOs00~0,6; sendo entdo adicionado
0,25 mM de IPTG (Fermentas). As células foram incubadas por 2 horas para

LicNTPDase-1 e 1 hora para LicNTPDase-2 nas mesmas condi¢des anteriores.

5.7. Purificagcao das LicNTPDase-1 e 2 recombinante expressas em

sistema bacteriano

Apoés a indugao, a cultura foi fracionado em aliquotas de 100 mL em tubos
cbnicos e centrifugados 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.
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Na etapa de purificagdo o sedimentocongelado foi suspendido em 4 mL do
tampéo de lise contendo inibidores de proteases (50 mM Tris pH 8, 100 mM NaCl, 1
mg/mL de lisozima, 1ug/mL de aprotinina, 1ug/mL de 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 inclusédo, onde
o lisado foi centrifugado a 12500 x g a 4°C por 30 min. O precipitado desta
centrifugacdo foi lavado duas vezes (alternando entre a suspensdo e a
centrifugagéo descrita acima) com 20 mL de tamp&o contendo 2 M de uréia (50 mM
de tris pH 7,2, 500 de mM NaCl, 10 mM de B-mercaptoetanol e 2 M de uréia). Apds
a lavagem o precipitado foi entdo solubilisado com 12 mL de tamp&o contendo 8 M
de uréia (50 mM tris pH 7,2, 500 mM NaCl, 10 mM B-mercaptoetanol e 8 M de uréia)
seguindo o protocolo descrito na referéncia [87]. Alterando apenas o uso do Triton —
X 100 que foi abolido no presente protocolo. Para aumentar a solubilizagcdo dos
corpos de inclusdo as amostras foram incubadas por 10 minutos a 60°C [35]. Os 12
mL de 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 concentracdes diferentes de imidazol: Tampao “A”
(50 mM de tris, 100 mM de NaCl, 8M de ureia e 5 mM de imidazol ) e o tampéo “B”
(50 mM de tris, 100 mM de NaCl, 8M de ureia e 250 mM de imidazol), sendo o
primeiro tamp&o para promover interacdo da resina com as proteinas e o segundo
para fazer a eluigdo das proteinas que interagiram com a resina da coluna. As
purificacdes foram feitas em 3 etapas. A primeira consistiu em passar na coluna a
amostra de proteina na presenca de 5 mM de imidazol (concentragdo do tampéo 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 fracdes de 1,4
mL, sendo coletados as proteinas recombinantes na fragdo 2. Estas amostras foram

aliquotas em fragées de 100 uL e estocada no freezer a -80°C.
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5.8. Renaturagao das proteinas purificadas

5.8.1. Protocolo padrao

Nesta parte do trabalho sera usado alguns protocolos de renaturagdo
diferentes. No protocolo padrdo usado € quase todos os experimentos a enzima
purificada é diluida 10 vezes em tampé&o de atividade 1X (50 mM HEPES pH 7,2, 50
mM tris pH 7,2, 116 mM NaCl, 5 mM KCI e 5 mM MgCl2) mais 1 mM de L-Glutationa
oxidada (GSSG) e 2 mM L-Glutationa reduzida (GSH). Apés a diluicdo as amostras
sdo incubadas sem agitagéo a 4° por 24 horas e somente depois sao utilisadas nos

experimentos.

5.8.2. Renaturagao segundo (Manque, 2012) com modificagoes

As proteinas purificada foram renaturadas através de didlise em 2 etapas. Na
primeira etapa foi usado um volume de tampao 50 vezes maior do que o volume da
amostra sendo o tampao constituido de 100 mM Tris, pH 8.0, 1 M L-arginina, 2 mM
EDTA, 1 mM GSH , 0.1 mM GSSG e 5% glycerol. As amostras foram mantidas
neste tampao por ~16 horas a 4°C com agitagdo. Apos as 16 horas a amostra foi
dialisada novamente em um volume de tampao 200 vezes maior do que o volume
de amostra por mais ~16 horas, nesta etapa o tampao usado foi o tampao de
atividade 1X [88]. Ambas etapas de didlise foram feitas com apenas uma troca de

tampao.

5.8.3. Renaturagao segundo (Murphy, 2003 e Manque, 2012) com adaptagoes

Terceiro protocolo as amostras purificadas foram diuidas 10 vezes no tampao
de atividade 1 X contendo 1 mM GSSG, 2 mM L-GSH, 2 mM cloreto de calcio e 1M
L arginina. Amostras foram incubadas por 48 horas a 4°C. Em seguida as amostras
foram dialisadas em um volume de tampao 200 vezes maior do que o volume de

amostra por mais ~16 horas, nesta etapa o tampao usado foi o tampao de atividade.
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Este protocolo é uma adaptacao dos 2 anteriores mais alguns detalhes observados

no artigo [36, 88]. A etapa de dialise foi feita com apenas uma troca de tampao.

5.9. Dosagem de atividade nucleotidasica das Lic NTPDases expressas

em E. coli

Os ensaios foram feitos em microtubo de 1,5 mL com volume final de reacéo
de 200 pyL a 37°C. Os tubos foram preparada com o tampéao de atividade (50 mM
HEPES pH 7,2, 50 mM tris pH 7,2, 116 mM NaCl, 5 mM KCI e 5 mM MgClz) mais 1
mM de substrato (ATP, ADP, GTP, GDP, UTP e UDP). Os microtubos foram
colocados na incubadora e deixada por 5 minutos para equilibrar a temperatura
(37°C), a reacado sempre era iniciada com adicdo da enzima na concentragcdo de
0,5-1 ug e interrompida com adi¢ao de 200 yL do reagente colorimétrico apos 10
minutos de incubacéo para LicNTPDase-2 e 20 minutos para LicNTPDase-1.

Para o ensaio de determinagcdo de preferéncia de cation, foi usado tampao
com diferentes concentragdes de cloreto de calcio ou cloreto de magnésio. A
medida da atividade enzimatica foi feita através da dosagem de fosfato inorganico
liberado na hidrolise. Apos a adigdo do reagente colorimétrico 200 uL de reagao de
cada tubo foi transferido para uma microplaca de 96 pocos e fazendo a leitura em
630 nm, usando para isso uma leitora de microplaca. Para a conversiao de
absorbancia em nmol de fosfato, foi feito uma curva padréao de fosfato a partir de
uma solugcdo estoque de NasPOs4 12H20 1,5 mg/mL e o reagente colorimétrico foi

preparado conforme a referéncia [89].

5.10. Testes de expressao das LicNTPDases nas células COS-7

Inicialmente as células COS-7 foram descongeladas e mantidas em cultura
por duas passagens antes de fazer a transfecgdo. Para manutencgao e repique
destas células foi seguido as indicagdes da ATCC [90].

Para a expressao das LicNTPDases, a transfecgcao de COS-7 foi feita usando
lipofectamina (GibcoBRL: 2 mg/ml ), sendo a transfeccao feita em placas de 24
pocos (P.24) ou em placas de 10 cm de diametro (P.10).

As placas foram preparada com 48 horas de antecedéncia. Foi adicionado 2

x 10° células por pogo na placa P.24 ou 1,5 x 108 células na placa P.10. Apds as 48
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horas, foi feita a transfec¢ado usando 250 ng de DNA por poco para placa P.24 ou
6ug por placa P.10. Inicialmente o DNA foi diluido em &agua para ajustar a
concentragdo do DNA para 250 ng/pL, quando a transfecgao foi feita em placa P.24
ou 1 yg/uL quando a transfecgao foi feita em placa P.10. Com o DNA diluido foi
feito a solugcédo “A” usando 1 yL de DNA mais 24 yL de DMEM para transfecgdo em
P.24 ou 6 pL de DNA mais 244 yL de DMEM para transfecgao feita em P.10. Logo
em seguida foi preparado a solugéo “B”, 1 pyL de lipofectamina mais 24 yL de DMEM
para transfeccdo em P.24 ou 24 pL de lipofectamina mais 926 yL de DMEM para
transfeccgao feita em P.10. As solugdes A e B foram misturadas posteriormente, sem
uso de vortex e incubadas sem agitagdo por 45-60 minutos em temperatura
ambiente.

Antes de fazer a transfeccédo as células foram lavadas 3 vezes com meio
DMEN para remover o soro fetal bovino e logo em seguida foram colocadas na
estufa 37°C, 5% CO2. Apds a incubacao da lipofectamina com DNA, foi feito a
remogao do meio da placa e adicionados 450 yL por poco de DMEN novo para
placa P.24 ou 4,8 mL por placa P.10. Logo em seguida foi adicionados 50 uL da
solugdo A+B por poco da placa P.24 ou 1,2 mL por placa P.10. O material foi
homogeneizado e colocado na estufa 37°C, 5% de COz por 5 horas. Apds 5 horas, 0
meio de transfecgéo foi removido e foi adicionado novo meio DMEM suplementado
com 10% soro fetal bovino e 2 mM de glutamina. As células foram colocadas na
estufa a 37°C, 5% CO2 e cultivadas por 3 dias. Apds os 3 dias as amostras foram
usadas para preparar extrato proteico ou foi feita a atividade enzimatica diretamente
na P.24 [39].

5.11. Obtencao de extrato de proteina de células COS-7 para teste

de atividade

As células usadas no experimento de transfecgdo foram inicialmente a
células COS-7 foram lavadas 3 vezes com tamp&o Tris-salina gelado a 4°C (45 mM
Tris e 95mM NaCl pH 7,5). Este passo € extremamente importante para eliminagao
de fosfato inorganico, ja que na dosagem de atividade sera medido a liberagéo de
fosfato pela hidrolise de nucleotideos. Em seguida as células foram removidas
usando “scrap”. Para esta remocao foi adicionado 1 mL de tamp&o Tris-salina
contendo inibidor de protease (0,1 mM PMSF). Apés completa remocgao das células
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da placas, a amostra foi colocada em um tubo conico de 15 mL e centrifugada a 520
x g por 10 minutos a 4°C. Foram feitas mais duas lavagens adicionais usando Tris-
salina mais inibidor de protease (0,1 mM PMSF). Apos a lavagem as celuladas
foram ressupensas em 1 mL de tampaoTris-salina contendo inibidores de protease
(0,1 mM PMSF e 10 ug/mL de aprotinina ) e logo em seguida foram sonicadas em 4
ciclos de 1 segundo com intervalo de 1 segundo, usando 10 watts de poténcia,
sempre no gelo. O lisado foi transferido para microtubo de 1,5 mL e centrifugado a
300 x g por 10 minutos a 4°. O sobrenadante desta centrifugacdo foi coletado e
usado para a dosagem de proteina e logo em seguida foi adicionado 7,5% de

glicerol e a amostra foi estocada no freezer -80°C [39].

5.12. Dosagem de atividade nucleotidasica das Lic NTPDases

expressas em células COS-7

A atividade das LicNTPDases em célula COS-7 foi feita usando os mesmos
procedimentos usados para enzima expressa em E. coli e purificada. As diferencas
sdo apenas em alguns detalhes descritos a seguir.

Para os ensaios feitos em placa de 24 pocos a atividade foi feita diretamente
na placa e com as células intactas. Apds o preparo das células foi adicionado 500
uL do tampao de atividade e adicionado os nucleotideos de interesse. A placa foi
incubada a 37° por 20 minutos e logo em seguida a reagéo foi parada usando o
reagente colorimétrico. Posteriormente o sobrenadante foi coletado e centrifugado a
10.000 x g e logo em seguida foi feita a leitura seguindo o mesmo protocolo descrito
anteriormente.

Para os ensaios feitos com extrato de célula COS-7, o experimento seguiu da
mesma forma descrita acima. Alterando apenas o tempo de atividade e diluicdo da
amostra entre as duas enzimas. Para a LicNTPDase-1 os ensaios foram feitos em
20 minutos e o extrato de COS-7 foi diluido apenas 2 vezes. Ja para LicNTPDase-2
os ensaios foram feitos em 10 minutos e o extrato de COS-7 foi diluido 10 vezes
para poder fazer o experimento. Extrato de COS-7 nao transfectado foi usado como

controle deste experimento.
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5.13. Quantificagéo de proteina

O método usado para determinagdo da concentragdo de proteina foi o
método de Bradford [91], seguindo o manual do fabricante BioRad. Os ensaios
foram feitos em microplacas em um volume final de 200 pL, onde 160 pL 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 pL) e 40
ML de reagente de Bradford concentrado. Para efetuar os calculos de concentragéao
da proteina, foi feito uma curva padrao de soro albumina bovina (BSA), variando a
concentragdo de BSA 0,725-0,0906 mg/mL. A leitura foi feita em leitora de
microplaca Synergy HT (BioTek) no comprimento de onda de 595 nm. Para a
conversao de absorbancia em concentragao de proteina foi feita uma curva padrao

com soro albumina bovina (BSA) dissolvida em H20 (Sigma).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

As E-NTPDases 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, via modulagdo da
sinalizagao purinérgica dos hospedeiros e por consequéncia modulagdo da resposta
imune e via auxilio na adesao celular entre as células do hospedeiro e o parasito
[14, 16-18, 64, 67-69, 75, 88, 92]. Outra grande importancia destas enzimas é a
possibilidade de auxiliarem em vias de captagdo de purinas em tripanosomatideos,
ja que estes organismos nao possuem vias de sintese de purinas e por
consequéncia precisam captar purinas do meio extracelular [16, 71].

Com o intuito de ampliar os conhecimentos sobre estas enzimas e seu papel
nas infec¢gdes causadas por Leishmania infantum chagasi, nosso grupo de pesquisa
vem estudando as duas isoformas destas enzimas. Neste capitulo os estudos se
concentram na avaliacdo de diferentes condicdes de armazenamento, renaturagao
e expressao das LicNTPDase-1 e 2 de L. infantum chagasi em um sistema de
expressao em procarioto (E. coli BL21 / pET21b) e um sistema de expressdo em
célula de mamifero (COS-7).

O primeiro problema enfrentado pelo nosso grupo com relagédo a estas
enzimas é a estabilidade das enzimas purificada. Como pode ser visto na figura 6
estas enzimas perdem a capacidade de hidrolisar nucleotideos poucos dias apos a
renaturagao, quando armazenadas a 4°C, o protocolo de renaturagcdo usado neste
experimento foi o protocolo que foi chamado de protocolo padrdo, por ser o
protocolo que é usado a mais tempo nos ensaios (tabela 2). Neste resultado foi
observado que a LicNTPDase-1 apresenta uma perda de atividade 72 horas apos a
renaturagdo e a LicNTPDase-2 ja apresenta uma reducdo na atividade 24 horas
apos a renaturagdo. Ambas enzimas perderam parcialmente a atividade (figura 12).
A escolha do GTP para fazer o teste, foi por sabermos que a LicNTPDase-1 tem
preferéncia por este nucleotideo [76]. Desta forma tinhamos certeza que iramos
obter atividade para ambas as enzimas.
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Tabela 2: Protocolos de renaturagao

Protocolo

Ponto principal do protocolo

Referéncia

Renaturacédo Padréo

Proteina purificada €& diluida na
proporcéo 1:10 em tampé&o de atividade
contendo  L-glutationa reduzida e
oxidada

Renaturagdo segundo
(Manque, 2012)

E feito duas etapas de didlise da
proteina purificada. Na primeira etapa a
proteina é dialisada em um tampao
contendo  L-glutationa reduzida e
oxidada e L-arginina. A segunda etapa &
feita para eliminar o tampao da etapa
anterior que possui altas concentragoes
de L-arginina

[88]

Renaturagdo segundo
(Murphy, 2003 e
Manque, 2012) com

adaptacodes

Proteina purificada é diluida na
proporcéo 1:10 em tampao de atividade
contendo L-glutationa reduzida e
oxidada e L-Arginina. Apés a
renaturacio a proteina e dialisada para
remover o tampao de renaturagao.

[36, 88]
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Figura 12: Teste de armazenamento a 4°C das enzimas purificadas apés a renaturagao.
A) Atividade GTPasica da LicNTPDase-1 apds a renaturagdo. B) Atividade GTPasica da

LicNTPDase-2 ap6s a renaturagao.
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Para tentar contornar este problema, inicialmente tentamos congelar a
proteina a -30°C apds a renaturacdo, mas observamos que a perda da atividade era
ainda maior. As enzimas praticamente perdiam toda atividade (dados né&o
mostrados). A segunda tentativa foi congelar as amostras a -30°C antes da
renaturagdo. Desta forma as enzimas foram purificadas, aliquotadas e logo em
seguida congeladas. As amostras foram entdo descongeladas, renaturada com o
protocolo padréo (tabela 2) e a atividade feita 24 horas apo6s a renaturagdo e ao
longo do tempo (figura 13). Com este procedimento foi possivel observar que a
LicNTPDase-1 apresentou atividade por periodo de 23 dias (figura 13: A), ja a
LicNTPDase-2 foi estavel por 129 dias apos a purificagcéo (figura 13: B), sendo este
o tempo maximo de analise, pois os estoques de amostras acabaram e foi
necessario fazer novas purificagoes.

Na verdade ambas as enzimas mantiveram a atividade durante um periodo
superior a 129 dias, mas para LicNTPDase-1 enfrentamos outro problema. O
protocolo de renaturacdo usado parecia ndo ser o mais adequado. Por este motivo
nem sempre foi possivel medir a atividade da LicNTPDase-1 apds a renaturagao, ja
que a atividade era baixa. Contudo o fato de conseguirmos armazenar as enzimas
apos purificagdo ja é um grande avango para os experimentos futuros e para
possiveis uso das enzimas em testes de diagndsticos ou vacinas ou busca por
droga, ja que esta metodologia possibilita o uso de uma mesma amostra em uma

batelada de testes.
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Figura 13: Teste de armazenamento a -30°C. Neste teste as enzimas purificadas foram

armazenadas antes da renaturagdo, sendo armazenadas no tampdo de eluicdo. A) Atividade
GTPasica da LicNTPDase-1 apds a renaturagéo. B) Atividade GTPasica da LicNTPDase-2 apés a

renaturagdo. Neste teste a enzima sempre foi renaturada 24 horas antes do teste de atividade.
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Como comentado acima, durante boa parte dos experimentos foi verificado
que a LicNTPDase-1 nao apresentava uma boa capacidade de hidrolisar os
nucleotideos, os valores da atividade obtidos ficavam muito préoximos do branco o
que aumenta muito a chance de erro e por isso exige um numero maior de ensaios
para obter resultados consistentes (figura 14). Mesmo tendo esta dificuldade, foi
possivel fazer alguns testes e verificar que a renaturacdo estava funcionando,
sendo usado o protocolo padrao (tabela 2).

Nestes experimentos foi verificado que a LicNTPDase-1 foi capaz de
hidrolisar todos nucleotideos tri e difosfatados, apresentando maior atividade para
os nucleotideos trifosfatados e GDP e menor capacidade para hidrolisar ADP e UDP
(figura 14). Além disto, foi avaliado a preferéncia da LicNTPDase-1 por calcio ou
magnésio (figura 15). Neste experimento foi verificado que nao existe diferenca
entre a atividade na presencga de calcio ou magnésio. Verificou-se também que a
atividade da enzima é dependente da presenca de cations e que a concentragao
deste cation influéncia diretamente na atividade. Estes resultados comprovam que
esta enzima é uma legitima NTPDases [10]. Neste trabalho ndo foram feitas estas
mesmas analises para LicNTPDase-2, porque a analise referente a LicNTPDase-2,

ja esta mais avancgada e sera publicada em breve em outro trabalho (Anexo-1).
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Lic NTPDase 1 standard protocol of refolding
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Figura 14: Dosagem da atividade da LicNTPDase-1 para diferentes substratos. Para
este experimento a enzima foi renaturada usando o protocolo padrdo de renaturagdo apresentado na
metodologia e na tabela 2. Este experimento foi repetido 3 vezes para todos nucleotideos, exceto
para AMP que foi testado apenas 1 vez.
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Figura 15: Dosagem da atividade GTPasica da LicNTPDase-1 em diferentes
concentragdes de calcio ou magnesio. Para este experimento a enzima foi renaturada usando o
padrao de renaturacao apresentado na metodologia e na tabela 2. Sendo que foi removido o cloreto
de magnésio do tampéao de renaturagdo para podermos determinar a participagdo de cations na

atividade enzimatica. Este experimento foi repetido 2 vezes.
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O proximo passo para o estudo da LicNTPDase-1 seria a determinacédo do
Km para os diferentes substratos, mas neste momento observamos que teriamos de
mudar o protocolo de renaturagdo da enzima, ja que a atividade era muito baixa e
isso seria um problema na determinagao do Km, devido a limitagdes do método de
dosagem de atividade. Na busca por métodos alternativos de renaturagao,
encontramos um artigo recente que demonstrou bons resultados com uma apirase
recombinante de Cryptosporidium [88]. Neste artigo a enzima recombinante foi
expressa e purificada em condi¢gdes similares a que usamos com diferenga no
protocolo de renaturagdo que consiste em duas etapas de dialise a primeira
contendo L-arginina e L-glutationa oxidada e reduzida e uma segunda dialise para
remover este compostos (segundo protocolo apresentado na metodologia e na
tabela 2) [88]. Desta forma este protocolo foi usado para a renaturagao das duas
LicNTPDases, resolvemos usar a LicNTPDase-2 também para que ela servisse de
controle do novo protocolo (tabela 2). Em um primeiro teste verificamos que ambas
as recombinantes precipitavam ao final da segunda etapa de dialise. Em seguida
fizemos diversas alteragdes no tampao da segunda dialise que continha apenas 20
mM de MOPS pH 7,4, sendo que testamos concentragdes diferentes de cloreto de
sédio, testamos substituir o MOPS por Tris. Para LicNTPDase-1 foi possivel eliminar
o0 problema da precipitacdo quando usamos 50 mM de Tris, pH 8 e 300 mM de
cloreto de sdédio ou quando usamos o tampao de atividade para substituir o MOPS,
mas nao foi observada melhoria na atividade. Ja para a LicNTPDase 2 néao
conseguimos eliminar ou reduzir a precipitagao.

Na busca por alternativas encontramos um outro artigo mais antigo que
trabalhou com expressdo da NTPDase 6 humana recombinante, expressa em E.
coli [35]. O protocolo usado neste trabalho contém alguns detalhes similares ao
protocolo que nosso grupo usava inicialmente e alguns detalhes do novo protocolo
que testamos, por este motivo resolvemos fazer algumas alteragbes e montamos
um terceiro protocolo de renaturagdo (tabela 2). Com este novo protocolo
conseguimos superar o problema da precipitacdo causada na etapa de didlise. No
entanto para LicNTPDase-1 ainda ndo conseguimos obter uma enzima mais ativa,
mas para LicNTPDase-2 verificamos aumento de mais de 10X na e hidrélise.
Contudo a capacidade de hidrolisar os nucleotideos foi mantida (figura 16). Este
dado sugere que o novo protocolo aumentou a eficiéncia de renaturagdo da

LicNTPDase-2 ou seja possivelmente conseguimos em uma mesma amostra uma
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propor¢cao maior de enzima com conformagéo adequada. A L-arginina usada neste
novo protocolo provavelmente foi o componente crucial para a melhoria da
renaturagao, visto que a diferenca basica entre o protocolo padrdao e o novo é
adicao da L-arginina.

Apesar de ser usado em diversos protocolos de renaturagdo a agao exata da
L-arginina ndo € conhecida, mas uma das hipoteses sugeridas € que a L-arginina
interage com a proteina desnaturada, diminuindo a interagdo entre as proteinas e
evitando a agregagao durante a renaturacdo. O que por sua vez favorece um

dobramento correto da proteina recombinante [93].
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Figura 16: Dosagem da atividade da LicNTPDase-2 em diferentes protocolos de
renaturagao. A) A enzima purificada foi diluida 10 vezes em tamp&o de atividade 1X contendo 1 mM
de L-glutationa oxidade e 2 mM L-glutationa reduzida. A amostra foi incubada a 4°C por 24 horas. B)
A enzima purificada foi diluida 10 vezes em tamp&o de atividade 1X contendo 1 mM de L-glutationa
oxidade, 2 mM L-glutationa reduzida, 2mM CaClz e 1 M L-arginina. A amostra foi incubada a 4° por
48 horas e logo em seguida dialisada por mais 48 horas usando 200 volumes de tampdo de atividade
sem L-glutationa e L-arginina.
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Apods varias tentativas com diferentes protocolos de renaturacao, verificamos
que nao foi possivel melhorar a atividade da isoforma LicNTPDase-1. Assim uma
alternativa seria a expressao da LicNTPDase-1 em célula de mamifero como a
linhagem COS-7. Varios grupos de pesquisa usam célula COS-7 para expressao de
NTPDases [34, 37, 39, 41, 94]. Esta linhagem de célula possui uma baixa
expressao de ecto-nucleotidase em sua superficie o que facilita os estudos com
NTPDases e por ser uma célula de mamifero ela possui maquinaria para fazer as
modificagdes pos-traducionais adequadas. Para isso foi feita a constru¢ao pcDNA 3
mais o gene da LicNTPDase-1 ou 2.

Esta construcdo foi feita no centro de pesquisa “Centre hospitalier
universitaire de Québec” (CHUQ) em Quebec Canada, em colaboragdo com o
grupo de pesquisa coordenado pelo professor Dr Jean Sévigny. Os experimentos
para montagem das construgdes foram feitos pelo estudante de Graduacdo Lucas
Barreto e o profissional de Pesquisa Alain Tremblay. Para esta clonagem foi usado
a porgao da transmembrana N terminal da NTPDase-1 de camundongo com intuito
de garantir que ambas enzimas fossem expressas e estivessem presentes na
membrana da COS-7 [39]. Optamos por usar esta transmembrana, porque no
laboratorio ja havia sido testado a expressdo da NTPDase-1 de camundongo [39].
Sendo inclusive a NTPDase-1 de camundongo usada como controle positivo do
teste piloto da expressao das LicNTPDases em COS-7.

Apods a confirmacgao da clonagem, foi feito o primeiro teste de expressao das
LicNTPDases em COS-7, logo em seguida verificamos se as enzimas expressas
estavam ativas, o que nos deu um resultado positivo para ambas as enzimas. Com
este teste foi possivel finalmente obter uma boa atividade da LicNTPDase-1. Onde a
atividade da amostra teste era mais do que 15% maior do que o branco, o que
permite ter maior seguranga na analise do resultado. Foi possivel verificar também
que a atividade observada na enzima expressa em E. coli € bem diferente da
atividade observada na enzima expressa em COS-7. A LicNTPDase-1 expressa em
bactéria € capaz de hidrolisar ATP, GTP, GDP e UTP com mesma intensidade.
Enquanto a LicNTPDase-1 expressa em COS-7, hidrolisa mais
GDP>ATP>UDP>GTP, sendo que a atividade para GDP é o dobro da atividade
obtida para ATP que por sua vez € o dobro da atividade obtida para UDP e que por
sua vez € o dobro da atividade obtida para GTP, a atividade para ADP e UTP foram

muito baixas, vale lembrar que estamos comparando a atividade de diferentes
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substratos na mesma concentragdes, sendo que nao podemos determinar no
momento o substrato preferencial desta enzima, ja que n&o fizemos os testes de
cinética enzimatica. Este dado sugere que esta enzima pode necessitar de alguma
modificagdo pés-traducional importante para a atividade nucleotidasica e que esta
modificagao € ausente ou feita de forma inadequada em sistema bacteriano.

Por outro lado a LicNTPDase-2 apresentou um padrdo de atividade bem
similar entre a enzima expressa em E. coli e a enzima expressa em COS-7. Estes
resultado indica que conseguimos obter uma renaturagdo adequada para enzima
expressa em sistema bacteriano e provavelmente esta enzima nao possui
modificagdes pods-traducionais importantes para sua atividade. Além disto este
resultado nos da seguranga com relagdo a caracterizagdo da enzima expressa em
sistema bacteriano (figura 17). E importante ressaltar que estes testes foram feitos
com extrato proteico de COS-7, o que nos indica que a atividade especifica seria

muito maior caso estivéssemos trabalhando com uma enzima purificada.
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Figura 17: Dosagem da atividade das LicNTPDases expressa em COS-7. A) Dosagem da
atividade da LicNTPDase-1 usando diferentes substratos. B) Dosagem da atividade da LicNTPDase-
2 usando diferentes substratos. Este experimento foi repetido 2 vezes. Para ambos os testes a
atividade representada nos graficos é a diferenga entre a atividade obtida para extrato de COS-7
transfectada com pCDNA 3 mais LicNTPDases menos a atividade obtida para extrato de COS-7 nao
transfectada.
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7. CONCLUSOES

No presente capitulo foi possivel fazer diversas analises comparativa entre as
diferentes condi¢des de expressao e renaturagao das LicNTPDases recombinantes.
Foi possivel verificar que a LicNTPDase-2 recombinante € uma enzima mais facil de
trabalhar quando comparado com a LicNTPDase-1, mas ainda € possivel melhorar
as condi¢des de trabalho para ambas as enzimas. Desta forma poderemos obter
dados cada vez melhores sobre estas enzimas. Dentro destas analises foi possivel

verificar:

Para o estudo de expressdo heteréloga das LicNTPDases foi possivel

concluir:

e As enzimas foram expressa e purificadas com sucesso. Também foi
possivel otimizar as condigdes de armazenamento das enzimas purificadas, o que
ird facilitar os trabalhos futuros com estas enzimas.

e Foi possivel expressar ambas as enzimas em célula de mamifero COS-7

e A expressao da LicNTPDase-1 em E. coli pode nao ser a melhor opgao,
ja que vimos que a atividade da enzima é mais intensa e estavel quando a enzima
foi expressa em célula COS-7. No entanto a enzima expressa em bactéria
apresenta atividade para todos nucleotideos tri e difosfatados e € dependente de
cations o que nos da respaldo para afirmar que esta € uma legitima NTPDase.

e Para LicNTPDase-2, foi possivel verificar que a atividade da enzima
expressa em E. coli é similar a da enzima expressa em COS-7. Estes resultados
sugerem que o modelo de expressao bacteriano € um bom modelo para trabalhar
com esta enzima e que modificacbes pods-traducionais ausentes em E. coli e
presente em COS-7 nao devem afetar de forma significativa a atividade
nucleotidasica. No entanto foi verificado também que apesar do protocolo de
renaturacgao inicial funcionar ainda é possivel otimizar as condi¢cées de renaturacao
desta enzima, ja que conseguimos aumentar a atividade da enzima em mais de 10

vezes quando alteramos o protocolo de renaturagao.
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8. CAPITULO 2:
Avaliagao do efeito das LicNTPDases recombinantes na expressao de

purino receptores P2 e na infecgcao de macréfagos da linhagem RAW 264.7 por

L. infantum chagasi
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8.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos desta parte do trabalho foram avaliar o efeito das LicNTPDase-1
e 2 recombinantes no processo de infecgdo de macrofagos, além de avaliar se
estas enzimas podem participar do mecanismo de ades&do do parasito as células
hospedeiras.

Também foi avaliado o efeito das proteinas recombinantes sobre a expressao
de purino receptores P2 e assim tentar identificar se estas enzimas podem estar
agindo sobre um ou mais receptor P2.
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9. MATERIAL E METODOS

9.1. Organismos usados nos experimentos

Para elaboracdo deste trabalho foram utilizadas duas cepas de Escherichia
coli, DH5a que foi usado nos ensaios de clonagem e BL21 codon plus-RIL
(STRATAGENE) que foi usado nos ensaios de expressdo heterdloga. Para os
testes “in vitro” foram usados macrofagos murinos da linhagem RAW 264.7 e L.
infantum chagasi (cepa M2682), L. braziliensis (cepa M2904) e L. amazonensis
(cepa PH 8). As cepas de Leishmania foram cedidas pelo grupo coordenado pelo
professor Dr Luis Carlos Croco Afonso do Laboratério de Imuno Parasitologia da

Universidade Federal de Ouro Preto.

9.2. Cultivo de macréfagos

Os macréfagos da linhagem RAW 264.7 foram cultivadas a 37 °C em
atmosfera de 5% de CO2 . O meio usado foi o RPMI-1640 (Sigma), pH 7,2,
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (LGC Biotecnologia), 2mM
de L-glutamina (Serva), 2 g/L de bicarbonato de sédio, 100 ug/mL de penicilina, 100
pMg/mL de estreptomicinal (USB Corporation). Toda metodologia seguira o descrito
no trabalho [95].

9.3. Cultivo de Leishmania

Os parasitos foram cultivados a 25°C em meio Grace’s (Sigma-Aldrich), pH
6,5, suplementado com 10 % de soro fetal inativado (LGC Biotecnologia), 2 mM de
L-glutamina (Serva), 100 pg/mL de penicilina (USB Corporation). Apos o
descongelamento e recuperacdo das células, os repiques foram feitos com
intervalos de 4-5 dias. Para ensaios de infecg¢ao, o cultivo foi estendido até o 7° dia

de cultura para obtermos um maior numero de promastigotas metaciclicas.
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9.4. Western blotting com extrato proteico de diferentes espécies de

Leishmania

Para o “western-blotting” foi feito inicialmente um SDS-PAGE 10%, onde as
amostras foram aplicadas. Apds a eletroforese, foi feito o “blotting” em membrana
de nitrocelulose (GE). Apds o “blotting”, a membrana foi bloqueada “over night” a
4°C em PBS contendo 3% de soro albumina bovina. No dia seguinte a membrana
foi lavada 3 vezes com PBS contendo 0,05% Tween 20. Apds a lavagem, a
membrana foi incubada por 2 horas a temperatura ambiente com anticorpo anti-
LicNTPDase-2 produzidos em coelho [86]. Para marcar o anticorpo anti-
LicNTPDase-2 foi usado o anti-lgG de coelho produzido em camundongo conjugado
FITc (Sigma). Ambos anticorpos foram diluidos em PBS contendo 0,05% de Tween
20 [85]. Apds as etapas de lavagens e incubacgao descritas, foi feita a avaliagao do
resultado usando o foto documentador de fluorescéncia FLA 5100 (Fujifilm®).

Para fazer este experimento, o precipitado de 10 mL de cultura de células de
diferentes espécies de Leishmanias foram suspendidas em 0,5 mL de tamp&o de
lise contendo inibidores de proteases (50 mM Tris pH 8, 100 mM NaCl, 1 mg/mL de
lisozima, 1ug/mL aprotinina, 1ug/mL pepstatina e 1ug/mL de leupeptina) e logo em
seguida foram lisadas por choque térmico (6 ciclos de congelamento e
descongelamento), estas amostras foram aplicadas em um gel SDS-PAGE 10%
[85].

9.5. Ensaio de infecg¢ao “in vitro”

Inicialmente 2 x 10° macréfagos foram distribuidos em cada pogo em placas
de 24 pocos contendo laminulas esterilizadas. Estas células foram incubadas por 24
horas em estufa 37 °C, 5% de CO2. Apds o tempo de incubacio as células foram
lavadas com PBS esterilizado, eliminando as células mortas. Neste ponto foi
adicionado 1ug/mL da LicNTPDase-1 ou 2 ou 1ug/mL de soro albumina bovina
(controle). As células foram incubadas com ou sem as enzimas por 20 minutos.
Apods os 20 minutos, foi adicionado 1 X 10® de promastigotas totais de L. infantum
chagasi por poco da placa, as células foram incubadas por 3 horas a 37 °C em 5%
CO:z2. Depois deste tempo os pocos foram lavados novamente com PBS esterilizado

para remover os parasitos que nao aderiram aos macrofagos, logo em seguida as
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células foram colocadas novamente na estufa e incubadas por 72 horas [64]. Por
fim apds as 72 horas as células foram lavadas 3 vezes com PBS esterilizado. As
células foram fixadas na laminula com metanol (1ml por pogo). Posteriormente as
laminulas foram coradas com kit de coloragao pandtico. A quantificagao da infecgao
foi feita pela contagem de 300 macréfagos por laminula, onde foi verificado por
microscopia se os macrofagos estavam ou nao infectados, se estavam quantas
amastigotas haviam no seu citosol.

Este mesmo teste foi usado para preparagéao de células e posterior extracéo
de RNA para dosagem de expressao de receptores P2 por PCR em tempo real. A
diferenca entre os testes foram que no teste para extragdo de RNA foram usadas
placas de 6 pogos para termos um nimero maior de células, foi adicionado 1 x 106
macrofagos por pogo. Os macréfagos foram infectadas (5 x 108 L. infantum chagasi)
ou tratadas com 1 ug/mL de LicNTPDase-1 ou com LicNTPDase-2 ou nao
receberam nenhum tratamento para servirem de controle de expressdo. As células
foram coletadas apds as 72 horas de incubagao e preparadas para a extragao do
RNA.

9.6. Avaliacao da expressao dos purino receptores por gPCR

Foram feitas extracbes de RNA total das células coletadas nas condigdes
citadas acima. Para extracdo do RNA foi usado o método Trizol (Invitrogem), onde
foi adicionado 0,5 mL do reagente por pogo de célula. Posteriormente o cDNA foi
sintetizado através do uso do kit da superscript Il (Invitrogem), todos os protocolos
seguiram estritamente o recomendado pelo fabricante. A concentragao do cDNA foi
determinada usando o nanoDrop (Thermo). Cerca de 300 ng de cDNA foi usado
para o qPCR com kit SYBR Green [13, 63]. O PCR foi feito seguindo o que foi feito
por [13]. Os pares de primers utilizados estdo na tabela 2. Todos os primers foram
desenhados usando o software primer express (Applied), com excegao dos primers
para P2X7 e o controle 18S que foram retirados da literatura [13]. Para controle foi
usado 3 genes enddgenos; gene da beta-actina, gene da GAPDH e o gene da
subunidade 18S ribossomal. Estes 3 controles foram escolhidos com base em
dados da literatura.
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Tabela 3: Primer usados no gPCR

Nome do primer Direcao Sequéncias

P2X1 FW GCACTGTGAAGACGTGTGAGATCT
P2X1 RV GCAGGGCTTGGGATCTTGT

P2X2 FW GCATGGTGCAGCTGCTCAT

P2X2 RV TTTCGCTATCCTGGTAGCTTTTCT
P2Xs FW CACCGTGGAGATGCCTATCA

P2Xs RV GAAGAGAGGGAAACGGATGCT
P2Xa4 FW CTACAATTTCAGGTTTGCCAAGTACT
P2X4 RV GGTGAGTGTGCGTTGCTCAT

P2Xs FW TGGCAAGGCGGGAAAAT

P2Xs RV CCGGAACCAATGTTGATGACT
P2Xe FW GACTGCTGTCCCCAGTACTCCTT
P2Xe RV AGTGATTGGCTGTCCTGAAGTTG
P2X7 FW CCTACATTAGCTTTGCTTTGGTGA
P2X7 RV GCTCTTTCCGCTGGTACAGC

P2Y1 FW GCAGAATGGAGACACGAGTTTG
P2Y1 RV GGGATGTCTTGTGACCATGTTACA
P2Y: FW TCAGGTCCAGGGCAATGG

P2Y> RV ACACGGGCAACAGCACGTA

P2Y4 FW GCCCGGCGACTGTATCG

P2Y4 RV AACGGAGCCGAGAAGATGACT
P2Ye FW CCAAATCTGGCACTTCCTCCTA
P2Ye RV TCCTATGCTCGGAGAGTCTGTCT
P2Y12 FW CCACTAACTAGTATTCCCGGAGACA
P2Y12 RV CACATCCATGGTCCTGGTTCT
P2Y1s3 FW GTCTCTTCCAAAACAAAGCTGATG
P2Y13 RV GCACCGCTCAGACTTGTTGA

P2Y14 FW GTCGTCTGCTTTGTGCCTTACC
P2Y14 RV TGACCTTCCGTCTGACTCTTTG
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Controles
18S FW TGCATGTCTAAGTACGCACGG
18S RV AATGAGCCATTCGCAGTTTCA
GAPDH FW CTCGTCCCGTAGACAAAATGG
GAPDH RV TGACCAGGCGCCCAATA
Beta actina FW AGATGACCCAGATCATGTTTGAGA
Beta actina RV CACAGCCTGGATGGCTACGT

9.7. Ensaio de Ligacao das LicNTPDases recombinantes em macréfagos

Inicialmente foi adicionado 1 x 10° macrdéfagos por pogo em placa de 96
pocos, sendo adicionado 0,2 mL de RPMI suplementado para cobrir as células. Em
seguida os macroéfagos foram incubados por 24 horas a 37°C e 5% de C0O2.0 cultivo
e preparo dos macréfagos foi descrito anteriormente. Apds 24 horas as células
foram fixadas com 0,1 mL de paraformaldeido 4% por 1 hora a temperatura
ambiente. Apos a fixagdo as células foram lavadas 3 vezes com 0,1 mL de PBS.
Em seguida foi adicionado 0,1 mL de solugéo de bloqueio (PBS mais 0,5% de BSA).
A placa foi incubada por 1 hora a temperatura ambiente.

Posteriormente foram feitas mais 3 lavagens com 0,1 mL de PBS em seguida
adicionou-se concentracbes crescentes das LicNTPDases recombinantes
purificadas, sendo as enzimas diluidas em PBS contendo 0,5% de BSA. A placa foi
entdo coloca na estufa a 37°C por 1 hora. Apés 1 hora a placa foi lavada 4 vezes
novamente usando PBS mais 0,05% de Tween 20, em seguida foi adicionado o
anticorpo monoclonal anti-His na diluigdo 1:500 (GenScript), sendo o anticorpo
diluido em PBS contendo 0,05% de Tween 20. A placa foi incubada novamente por
1 hora a 37°C, logo em seguida foi repetido o passo de lavagem anterior e
adicionado o anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado com
peroxidases (GenScript), este segundo anticorpo foi diluido na proporgédo 1:5000 em
PBS contendo 0,05% de Tween 20. A placa foi incubada novamente por 1 hora a
37°C e logo em seguida foi repetido o passo de lavagem. Apds 4 lavagens, foi
adicionado 50 pL do substrato TMB (Sigma) por pog¢o e apds 15 minutos de
incubacgéao do substrato. Foi adicionado 50 yL de H2SO4 2 M por pogo. Por fim foi
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feita a leitura da absorbancia no comprimento de onda de 450 nm. Este protocolo é

uma adaptacao do protocolo da referéncia [88].

9.8. Co-imuno precipitagao de proteina ligante das LicNTPDases nos

macréfagos

Inicialmente foi coletado 4,3 x107 macrofagos, estes macrofagos foram
centrifugados a 500 x g, para isto foram coletadas todas as células de 2 frascos de
75 cm. As células foram lavadas 2 vezes com 10 mL de PBS e suspensas em 1 mL
de PBS contendo 0,1 mM PMSF e 10 ug/mL de aprotinina. Logo em seguida as
células foram lisadas em sonicador em 4 ciclos de 1 segundo com intervalo de 1
segundo, usando 10 watts de poténcia, sempre no gelo. O lisado foi transferido para
microtubo de 1,5 mL e centrifugado a 790 x g por 10 minutos a 4°. O sobrenadante
desta centrifugagéo foi coletado e colocado em tubos para ultracentrifugagdo. Em
seguida foi feita uma centrifugacdo a 100.000 x g por 1 hora a 4°C. O pellet obtido
foi ressuspenso em PBS e a amostra dividia em 3 partes (controle, amostra que
seria incubada com 37 pg/mL de LicNTPDase-1 ou 37 ug/mL de LicNTPDase-2).
A incubacao das enzimas foi feita a 4°C sobre agitagdo por 2 horas. Apds as 2
horas as amostras de membrana foram centrifugadas a 100.000 x g por 1 hora a
4°C. O precipitado obtido foi lavado 1 vez com 0,5 mL de PBS e centrifugado a
100.000 x g por 1 hora a 4°C. Apods esta ultima centrifugagdo o precipitado foi
suspenso em 0,5 mL do tampao de solubilizagdo de membrana (50 mM Hepes,
150 mM NaCl, 1,5 mM MgCl, 1 mM EDTA, 10% glicerol, 1 ug/mL aprotinina, 1 mM
PMSF e 0,6% Triton x 100). Estas amostras foram entdo incubadas em Proteina A
sefarose previamente preparada.

Para o preparo da Proteina A sefarose, inicialmente foi coletado 200 uL da
resina estoque (GE). A resina foi lavada 3 vezes com 400 uL do tampé&o de
solubilizacdo de membrana, sendo a resina suspendida no tampao de solubilizacdo
de membrana e logo em seguida centrifugada 12.000 x g por 20 segundos a 4°C,
seguindo instrugdes do manual do fabricante. Apdés a lavagem o precipitado foi
suspendido em mais 400 uL do mesmo tampao. Posteriormente 50 puL da resina

previamente preparada, foi adicionada em cada amostra e incubada por 1 hora a
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4°C. Apo6s 1 hora esta amostra foi centrifugada e o sobrenadante coletado. Desta
forma foi eliminado as proteinas que interagem inespecificamente com a resina.

Na resina restante foi adicionado 5 pL do anticorpo anti-his e este material foi
incubado por 3 horas a 4°C. Ap6s a incubacéao a resina foi lavada 3 vezes como
especificado anteriormente e divida em 3 partes (controle, amostras incubadas com
LicNTPDase-1 ou incubada com LicNTPDase-2). As amostras mais a resina com
anti-His foram incubadas por 3 horas a 4°C. Apds a incubacgao a resina foi lavada 3
vezes com 500 uL do tampao de solubilizagdo de membrana. As amostras foram
entdo suspendidas em 60 puL do tampé&o de solubilizagdo de membrana. Por fim 10
uL de cada amostra foi usada para visualizagdo em SDS-PAGE 12% corado com
prata [85]. Em todas as etapas foram usada inibidores de protease e foi coletado
uma aliquota de cada etapa para posterior analise em eletroforese. O restante das
amostras da ultima etapa foi armazenada para posterior analise por espectrometria

de massa.
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10. RESULTADOS E DISCUSSAO

Levando em consideragdo a importancia ja citada no capitulo anterior das
NTPDases de parasitos que estao relacionada com a possivel participacdo em
mecanismos de viruléncia, via modulagdo da sinalizacdo purinérgica dos
hospedeiros e por consequéncia modulagdo da resposta imune e via auxilio na
adesao celular entre as células do hospedeiro e o parasito [14, 16-18, 64, 67-69, 75,
88, 92]. Estas enzimas podem atuar também nas vias de captagao de purinas em
tripanosomatideos, ja que estes organismos nao possuem vias de sintese de
purinas e por consequéncia precisam captar purinas do meio extracelular [16, 71].

O fato é que as das enzimas estudadas até o momento hidrolisam
nucleotideos tri e difosfatados, apresentando capacidade de hidrdlise distintas para
substratos ou mesmo na dependéncia de cations (artigo em preparagcao). Também
ja foi demonstrado a redugéo na infecgdo, quando € usado anticorpos especificos
contra estas enzimas ou mesmo inibidores enzimaticos. Ja foi visto que em ensaios
de competicdo entre as proteinas recombinantes e os parasitos, onde quando
adiciona-se a NTPDase recombinante, estas enzimas se ligam aos sitios de adesao
que sao usados pelos parasitos e isso desencadeia uma redugao na adesao [69,
88, 92].

A participacao direta destas enzimas sobre a modulagdo do sistema imune
do hospedeiro ainda nao foi mostrada, mas existem trabalhos que demonstram
expressao aumentada de purino receptores (P2X7 e P2Y2 ¢ 4) em macréfagos
infectados por L. amazonensis e que a ativacado destes receptores foram alteradas
nas células infectadas quando comparado com células nao infectadas[64, 67, 68].

Neste capitulo foram feitos ensaios experimentais em macréfagos usando as
LicNTPDases recombinantes, buscando melhor compreender o papel destas
enzimas durante a infec¢cdo, podendo assim desvendar onde as LicNTPDases
podem estar agindo e quais mecanismos do hospedeiro elas podem estar
interferindo.
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10.1. Deteccao das LicNTPDases por western blotting em diferentes espécies

de Leishmania

Inicialmente analisamos se ambas as enzimas estavam presentes nos
extratos proteicos de Leishmania de diferentes espécies. O objetivo foi confirmar
que ambas LicNTPDases sao expressas em promastigotas, para isso foi feito um
western blotting, usando extrato proteico total de promastigotas totais e anti-soro
policlonal anti-LicNTPDase-2 (figura 18). Apesar de usar as mesmas condigboes o
western para os extratos de L. amazonenses e L. braziliensis foram feitos
separadamente do western para L. infantum chagasi. Neste western foi possivel
confirmar que os parasitos expressam tanto a LicNTPDase-1 (banda maior, logo
acima da banda de 70kDa) quanto a LicNTPDase-2 (banda menor, logo abaixo da
banda de 50 kDa).

As bandas sdo bem mais visiveis nos extratos de L. braziliensienses e L.
amazonenses do que para L. infantum chagasi e isso pode ser devido ao nivel de
expressao diferencial destas enzimas nas diferentes espécies (figura 18), como
previamente mostrado para L. amazonenses, L. brasilienses e L. major [17]. No
entanto neste artigo a expressdo da LicNTPDase-2 foi detectada nos extratos de
membrana enriquecidos de L. amazonenses. Nao foi detectado a Lic-NTPDase-2
das L. brazilieneses e L. major. No presente trabalho conseguimos verificar a
presenca das LicNTPDases em todas a Leishmanias testadas. O que pode ser
justificado pelos diferentes anticorpos usados, no artigo citado o anticorpo usado foi
o anticorpo anti-NTPDase-1 de T. cruzi enquanto neste trabalho usamos o anti-

LicNTPDase-2 de L. infantum chagasi.
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Figura 18: Western blotting com extrato total de promastigotas de diferentes espécies
de Leishmania. Para teste foi feito um SDS-PAGE 10% e neste gel foram aplicada 11,5 ug de cada
extrato proteico de Leishmania. Foi usado como anticorpo primario o antissoro policlonal anti-
LicNTPDase-2 na concentragdo 1:100, como anticorpo secundario anti-IlgG de coelho conjugado

com Fitc (sigma) na concentragdo 1:6000. A revelagao foi feita como descrito nos métodos.
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10.2. Avaliando a capacidade das LicNTPDases recombinantes de ligar na

membrana de macréfagos da linhagem RAW 264.7

Sabendo que as LicNTPDases sado expressas em diferentes espécies de
Leishmania e principalmente que elas sao expressas em formas promastigotas das
L. infantum chagasi, resolvemos verificar se as enzimas de Leishmania infatum
chagasi estariam participando diretamente no processo de adesdo a célula
hospedeira, como mostrado anteriormente para T. cruzi e para Cryptosporidium
[69, 88, 92].

Nosso grupo ja obteve alguns dados sobre a acdo da LicNTPDase-2 como
facilitadora de adesdo (dados a serem publicados, anexo 1), no entanto, ndo
tinhamos nada sobre a LicNTPDase-1 e nao haviamos observado o efeito direto e
nem se havia um efeito dose dependente.

Desta forma, fizemos um ensaio com macrofagos da linhagem RAW 264.7,
onde incubamos macréfagos com diferentes concentragbes das LicNTPDases. O
que permitiu determinar uma relagdo direta entre a concentragdo das proteinas
recombinantes e ligagdo na membrana de macrofagos (figura 19). Para isso
realizamos um ensaio de ELISA, onde macrofagos foram crescidos em placa de 96
pocos e posteriormente, fixados e incubados com diferentes concentracbes de
proteinas recombinantes, sendo as proteinas desnaturadas (controle) ou néo
(teste). Para detectar se as proteinas estavam ou nao ligando, usamos um anticorpo
monoclonal anti-Hexa histidina, ja que as proteinas recombinantes possui uma hexa
histidina fusionada na por¢ao C-terminal.

Assim foi feito ensaios de ELISA, similar ao que foi demonstrado para apirase
recombinante de Cryptosporidium [88]. Variando as concentracbes das
LicNTPDases de 4 pg/mL até 37 pg/mL. Para LicNTPDase-1 foi observado um
aumento crescente da detecgao de intensidade de ligagdo, mas ndo conseguimos
chegar em uma concentragdo maxima de recombinante que saturasse a reagao. Ja
para a LicNTPDase-2 conseguimos chegar em um valor maximo de 27 ug/mL de
recombinante para saturar todos os ligantes nos macrofagos, onde nao vimos
diferenca entre a absorgdo quando colocavamos 27 ug/mL ou 37 pug/mL de

recombinante.
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Nos testes foi verificado que a LicNTPDase-1 perdia completamente a
capacidade de aderir a membrana do macrofago e a LicNTPDase-2 perdia
significativamente a capacidade, quando as proteinas eram desnaturadas a 95°C
por 10 minutos. Este dado sugere que a capacidade de ligagao das LicNTPDases &
dependente de suas estruturas. E possivel verificar também que mesmo néo tendo
uma atividade enzimatica elevada como vimos no capitulo anterior, a LicNTPDase-1
apresenta capacidade de ligar nos macréfagos, o que pode sugerir a independéncia
entre a atuagcdo no mecanismo de adesao da atuacao na hidrdlise de nucleotideo
(figura 19).
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Figura 19: Ensaio de ligagdo das LicNTPDases na membrana de macréfagos da
linhagem RAW 264.7. Para este ensaio placas de 96 pogos foram preparadas com 1 x 10°
macréfagos por poco, este macrofagos foram posteriormente fixados e incubados com diferentes
concentragbes das LicNTPDases desnaturadas ou nao. Apds a incubagdo as enzimas que nao
ligaram foram removidas por lavagem e logo em seguida foi adicionado o anticorpo anti-His que

reconhece a “His-tag” presente nas recombinantes. Este experimento foi feito em triplicata e

repetido duas vezes.
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10.3. Avaliando a capacidade das LicNTPDases recombinantes interferir na
infecgao feita “in vitro” de macréfagos RAW 264.7 com L. infantum chagasi
(cepa M2982)

Apods confirmar que as LicNTPDases se ligam a membrana de macroéfagos,
resolvemos verificar se estas enzimas poderiam interferir na infec¢cdo. Fizemos um
ensaio de competigao para verificar o efeito das LicNTPDases recombinantes sobre
a infeccdo “in vitro”, ja que o resultado anterior (figura 19), sugere que as
LicNTPDases recombinantes sdo capazes de ocupar os sitios de ligagdo dos
macrofagos que seria usado pela NTPDases nativas da L. infantum chagasi.
Quando foi adicionado 1 pg/mL de LicNTPDase-2, foi observado redugdo na
infeccao superior a 80% (figura 20), mesmo usando uma concentragdo 4 vezes
menor de LicNTPDase-2 que foi usada no primeiro ponto do experimento anterior.
Este dado é similar a dados ja obtidos e que serdo publicados em breve em
experimentos similares do nosso grupo, com diferenga que os macréfagos usados
eram da linhagem J774 (Anexo-1). Ja para a adi¢cado de 1 ug/mL de LicNTPDase-1,
foi observado reducéo na infeccédo cerca de 41%, sendo este efeito bem menor do
que o observado no para adigdao LicNTPDase-2. Porém estes dados estdo em
conformidade com teste de ligacédo (figura 19), onde a intensidade de ligagao da
LicNTPDase-2 recombinante € muito superior a LicNTPDase-1 recombinante e que
a concentracdo de enzima recombinante necessaria para saturar os sitios de
ligacdo nos macréfagos é bem diferente para ambas, sendo que neste experimento
usamos 1 pug/mL de ambas as enzimas (figura 20). Como controle de adigao de
uma proteina nao relacionada, usou-se soro albumina bovina (BSA)

Com este experimento foi possivel comprovar que ocorre uma redugao na
infeccdo estatisticamente comprovada na presenca de LicNTPDase-1 ou de
LicNTPDase-2 recombinante, indicando que as LicNTPDases presente na superficie

do parasito sao importante para adesao celular.

68



Infection test

120

100

80
60
40
- .
0

LicNTPDasel LicNTPDase2 Protein control  Experiment control
(BSA)

% relative of macrophage infectionin
relation to control

treatments

Figura 20: Ensaio de infec¢do de macréfagos RAW 264.7 com L. infantum chagasi na
presenca ou nao das LicNTPDases. Os testes de infecgdo foram feitos em placas de 24 pogos
foram preparadas com laminulas e semeados com 2,5 x 10%> macréfagos por pogo, apdés um periodo
de incubacdo os macréfagos foram tratados com 1ug/mL de LicNTPDase-1 ou LicNTPDase-2
recombinante ou BSA. As proteinas foram incubadas com os macréfagos 20 minutos antes da adigao
das L. infantum chagasi. Apos a adicao das Leishmanias, a placa foi incubada em estufa a 37°C, 5%
de COz2 por 3 horas. Posteriormente foi feito 3 lavagens para remover Leishmanias nao aderidas. A
infecgdo foi feita por 72 horas e posteriormente as laminulas foram preparadas conforme descrito na
metodologia. Este resultado é referente a dados obtidos de 2 experimentos feitos em triplicata para

cada ponto.
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10.4. Busca do ligante das LicNTPDases nos macréfagos

Trabalhos recentes mostraram que as ecto-apirase de Cryptosporidium e de
T. cruzi participam da adesdao das células dos parasitos com células dos
hospedeiros [88, 92]. Conforme dados mostrados anteriormente as LicNTPDases de
L. infantum chagasi também participam da adesdo celular dos parasitos com
hospedeiro. Com tudo até o presente momento nao foi identificado qual ou quais
sdo os ligantes das ecto-apirase nas células hospedeiras.

Na tentativa de identificar qual ou quais sdo as proteinas ligantes das
LicNTPDases nos macrofagos, fizemos uma co-imunoprecipitagdo. Desta forma,
extrato de membrana de macrofago foi incubado com 37 ug/mL de LicNTPDase-1
ou 37 pg/mL de LicNTPDase-2 (teste) ou nado foi incubado com as recombinantes
(controle). Apds a incubagao as amostras foram passadas em resina com anticorpo
anti-hexa histidina ligado a proteina A sefarose, conforme descrito na metodologia.

As amostras obtidas na co-imunoprecipitacdo, foram analisadas em SDS-
PAGE 12%, onde conseguimos identificar uma banda proteica maior que 250 kDa
que esta presente tanto na amostra co-imunoprecipitada com LicNTPDase1 quanto
na LicNTPDase-2, sendo que esta mesma banda ndo esta presente na amostra
controle (figura 21). Este resultado indica que possivelmente ambas enzimas se
ligam em um mesmo alvo, ja que a proteina ou complexo proteico isolado nos dois
testes apresentam a mesma massa molecular (figura 21). Entretanto ainda

precisamos identificar esta proteina.
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* Protein not bound to the protein A plus anti-histidine tag (PNB)
* Protein that bound to the protein A plus anti-histidine tag (PB)

Figura 21: Ensaio de co-imunoprecipitagdao da proteina ligante das LicNTPDases nos
macrofagos RAW 264.7. SDS-PAGE 12% corado com prata. Para este ensaio extrato de membrana
dos macréfagos foram preparados e incubadas com as recombinantes, posteriormente foi usado
anticorpo anti-histidina ligado a proteina A agarose para purificar as recombinantes e as possiveis
proteinas ligadas as recombinantes. As setas indicam a proteina isolada que esta presente na
amostra "PB LicNTPDase-1 sample e PB LicNTPDase-2 sample, mas nao esta presente na PB

control sample”.
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10.5. Expressao de receptores P2 em macroéfagos tratados com LicNTPDases

recombinantes

Com os ultimos resultados, conseguimos mostrar que estas enzimas podem
hidrolisar nucleotideos tri e difosfatados e estao participando diretamente da adeséao
celular durante a infecgao.

Trabalhos com células infectadas com L. amazonenses mostram que ocorre
um aumento na expressédo dos receptores P2X7 e P2Y2 e 4 quando comparado a
células nao infectadas com células infectadas e as células infectadas apresentam
alteracdes na ativacao destes receptores. Especificamente para o receptor P2X7 foi
visto que ocorre uma alteragdo na seletividade de ions em células infectadas
quando comparada a células néo infectadas [64, 67, 68]. Com base nestes dados
resolvemos investigar qual ou quais purino receptores P2 tém sua expressao
alterada em macrofagos infectados por L. infantum chagasi. Outro ponto, seria
avaliar se as LicNTPDases recombinante poderiam alterar a expressao destes
receptores, ja que elas possuem papel importante na infecgao.

Assim resolvemos verificar a expressdo RNA mensageiro dos purino
receptores P2 em macréfagos RAW 264.7 infectados ou néo infectados ou tratados
com LicNTPDases recombinante ou nado tratados. Para isso, incialmente foi feita a
extragdo do RNA total dos macréfagos. Os macréfagos foram divididos em 4
grupos: Macréfagos que nao receberam nenhum tratamento (controle), macrofagos
infectados com L. infantum chagasi, macrofagos tratados com 1ug/mL de
LicNTPDase-1 recombinante, macrofagos tratados com 1ug/mL LicNTPDase-2
recombinante. O RNA total do macrofagos foi extraido apds 72 horas dos diferentes
tratamentos. Apds a extracdo, o RNA total foi avaliado em eletroforese capilar em
sistema bioanalyzer (Agilent). A grande vantagem de utilizar este equipamento é
que nele ja é feito a avaliacdo da qualidade do RNA aplicado através no numero de
integridade do RNA (RIN). O equipamento qualifica o RNA de 0-10, sendo que
quanto mais proximo de 10 maior a integridade da amostra e qualquer amostra que
apresenta o RIN acima de 6 pode ser usada em ensaios posteriores. Todas as
amostras de RNA extraidas apresentaram o RIN acima de 8 (figura 22).
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Figura 22: Avaliagdao da qualidade do RNA total extraido dos macréfagos RAW 264.7.
Foi feito a extragdo do RNA total das 4 amostras distintas, macréfago controle que nao foi infectado e
ndo foi adicionado as enzimas recombinantes, macrofagos infectados com L. infantum chagasi,
macréfagos tratados com 1 ug/mL de LicNTPDase-1 recombinante e macréfagos tratados com 1
pg/mL de LicNTPDase-2.
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O RNA total extraido das diferentes amostras macrofagos foram usados para
obter cDNA. O cDNA entado foi usado para fazer PCR em tempo real e identificar
quais purino receptores seriam diferencialmente expressos nestes macréfagos. Foi
feito PCR em tempo real para todos purino receptores P2, mas obtivemos dados
confiaveis apenas para os receptores apresentados (figura 23). Foi visto que os
macrofagos da linhagem RAW 264.7 quando infectados com L. infantum chagasi,
apresentam elevagao significativa da expressdo dos receptores P2X2, P2Y12 e 13
(figura 23 A). Os macrofagos tratados com 1ug/mL de LicNTPDase-1 apresentaram
um aumento na expressado dos receptores P2X3 e 5 € P2Y2 e uma redugdo na
expressao do receptor P2Y13 (figura 23 B). J4 nos macrofagos tratados com 1ug/mL
de LicNTPDase-2, foi observado uma reduc¢ao na expressao dos receptores P2Xe e 7
(figura 23 C).
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Figura 23: Avaliagdao da expressdao dos purino receptores P2 nos macréfagos RAW
264.7. Para este teste os macrofagos foram infectados ou tratados com 1 pyg/mL da LicNTPDase-1
ou 2. A) Avaliagdo para alteracdo na expressdo dos receptores para macréfagos infectados com
L.infantum chagasi. B) Avaliacdo para alteracdo na expressdo dos receptores para macréfagos
tratados com 1 pg/mL da LicNTPDase-1. C) Avaliagdo para alteragdo na expressao dos receptores
para macréfagos tratados com 1 ug/mL da LicNTPDase-2. O experimento foi repetido 2 vezes e foi
feito teste-T para determinar se a diferenca na expressdo dos testes era significativa quando
comparada do controle. Os genes da beta-actina e GAPDH foram usados como controles endégenos

de expressao.
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Existe na literatura dados que mostram o envolvimento direto de varios purino
receptores e ativagdo de macrofagos, no entanto ndo se conhece o efeito especifico
para todos eles. Sabe-se até o momento que a ativagao de P2X3, P2Y2 e 12 promove
a quimiotaxia e fagocitose em macréfagos. Ja a ativagao do P2X7 de macréfagos,
esta relacionada com fagocitose, com a apoptose e com eliminagdo de patdégenos
intracelular [12, 61, 64, 96-98].

Em testes feitos com macréfagos isolados de camundongos e infectados com
L. amazonenses, foi demonstrado um aumentam na expressao dos receptores
P2X7, P2Y2 e 4 [64, 67]. Contudo nos nossos testes vimos que macréfagos da
linhagem RAW 264.7 apresentam uma elevagao na expressao dos receptores P2Xz,
P2Y12 e P2Y13. Esta diferenca entre os resultados da literatura e os obtidos neste
trabalho pode ser explicado pelo fato de ter sido usado macréfagos diferentes, ou
pode ser pelo fato dos trabalhos terem sido feitos com espécies diferentes de
Leishmania, sendo que estas duas espécies desencadeiam doencas diferentes.
Para os macrofagos tratados com as duas enzimas recombinantes também foi visto
efeito na expressao de receptores diferentes. Enquanto os macrofagos tratados com
LicNTPDase-1 recombinante tiveram alteracao na expressao dos receptores P2Xs e
5 € P2Y2e13. Os tratados com LicNTPDase-2 recombinante apresentaram alteracao
na expressao dos receptores P2Xs e 6. Estes resultados indicam efeitos especificos
para estas duas enzimas recombinantes frente a ativacdo dos purino receptores de
macrofago, ja que ambas recombinantes sdo expressas, purificadas e renaturadas
com 0 mesmo protocolo, mas mesmo assim apresentaram um efeito completamente
diferentes.

Os resultados obtidos sao interessante principalmente quando comparamos
os dados existentes na literatura para L. amazonenses e os obtidos para L.
infantum chagasi: A nao alteragdo na expressao do receptor P2X7 observado no
teste de células infectadas com L. infatum chagasi pode ser explicada pelo efeito da
LicNTPDase-2, ja que esta enzima fez com que houvesse uma redugdo na
expressao do receptor P2X7. Ja que o receptor P2X7r é apontado como um dos
principais receptores envolvidos na ativagdo de células do sistema imune e sendo
importante para eliminagao de patdgenos intracelulares [14, 96].

No entanto precisamos obter mais dados sobre esta modulacéo, pois este
experimento foi feito em triplicada e repetido duas vezes, porém verificamos que a

expressao basal dos receptores nas amostras controle estavam diferentes entre os
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dois experimentos o que fez com que o experimento apresentasse uma variagao
muito alta entre os dados do primeiro teste e do segundo. Futuramente é preciso
confirmar que o aumento ou reducdo na expressdo de RNA dos receptores é
acompanhada pela alteragdo na populagdo de receptores na superficie da célula.
Além disso outro importante perspectiva deste trabalho sera verificar o efeito da
estimulacdo destes receptores sobre a ativagdo de macréfagos e verificar se a

enzimas sao capazes de modular a respostas.
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11. CONCLUSOES

Os resultados obtidos até 0 momento comprovam que as LicNTPDases séo
efetivamente expressas nas diferentes espécies de Leishmania estudados e atuam
na adesao celular a célula hospedeira. Estas enzimas possuem uma importancia
ainda maior a que ja vem sido sugerida na literatura, ja que além de serem
importantes para a adesdo dos parasitos na célula hospedeira e aparentemente
podem modular a expressdao de alguns purino receptores do tipo P2. Esta

modulagao é distinta para as isorformas 1 e 2 de NTPDases de L. infantum chagasi.

Em resumo:

e Foi possivel comprovar que as LicNTPDases s&o expressas em

promastigotas de L. amazonenses, L. braziliense e L. infantum chagasi.

e Foi confirmada a capacidade de ligagdo das LicNTPDases em

membrana de macréfagos, sendo a ligacdo dependente da concentragao.

e Foi possivel demonstrar uma possivel proteina ou complexo proteico de
~250 kDa ligante das LicNTPDases 1 e 2 em extrato de membrana de macrdéfagos,

mas até o momento n&o identificamos esta proteina ou complexo proteico.

e Verificou-se que a L. infantum chagasi é capaz de estimular a expressao

dos receptores P2X2, P2Y12 e P2Y13 em macrofagos.

e Mostrou-se que as LicNTPDase-1 e 2 sido capazes de modular a
expressao de receptores P2 e que a modulagao é especifica para cada enzima. A
LicNTPDase-1 recombinante estimulou o aumento da expressdo dos receptores
P2Xse5 e P2Y2 e uma redugdo na expressao do receptor P2Y13. Ja a LicNTPDase-2

desencadeou uma reducio na expressao dos receptores P2Xee 7.
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12. PESPECTIVAS FUTURAS RELACIONADAS A ESTE TRABALHO

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 é
preciso um longo estudo bioquimico e biolégico das mesmas. Dentro deste
contexto, o presente trabalho apresenta dados iniciais sobre a agao destas enzimas

durante a infecgao e dos efeito das mesmas sobre o hospedeiro.

Para melhor elucidar o papel destas enzimas ainda teremos de repetir os
experimentos de infeccdo, bem como os testes de expressdo qPCR, visando termos
um resultado mais confiavel. Sera necessario também confirmar por western blotting
os resultados obtidos por qPCR e assim confirmar se o efeito observado para
expressdo de RNA mensageiro é acompanhado de um efeito sobre a populagao do
receptor na superficie da célula. Pretendemos também avaliar o efeito destas
enzimas recombinantes sobre a ativagao e liberagdo de citécinas. Desta forma

poderemos avaliar a real propor¢ao de agao destas enzimas durante a infeccao.
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Previous work has suggested that Trypanosoma cruzi diphosphohydrolase 1 (TcNTPDase-1) may be
involved in the infection of mammalian cells and serve as a potential target for rational drug design. In this
work. we produced recombinant TcNTPDase-1 and evaluated its nucleotidase activity, cellular localiza-
tion and role in parasite adhesion to mammalian host cells. TCcNTPDase-1 was able to utilize a broad range
of triphosphate and diphosphate nucleosides. The enzyme’s K, for ATP (0.096 mM) suggested a capabil-
ity to influence the host's ATP-dependent purinergic signaling. The use of specific polyclonal antibodies
allowed us to confirm the presence of TCNTPDase-1 at the surface of parasites by confocal and electron
microscopy. In addition, electron microscopy revealed that TCNTPDase-1 was also found in the flagellum,
flagellum insertion region, kinetoplast, nucleus and intracellular vesicles. The presence of this enzyme
in the flagellum insertion region and vesicles suggests that it may have a role in nutrient acquisition,
and the widespread distribution of TcNTPDase-1 within the parasite suggests that it may be invelved in
other biological process. Adhesion assays using anti-TcNTPDase-1 polyclonal antibodies as a blocker or
purified recombinant TcNTPDase-1 as a competitor revealed that the enzyme has a role in parasite-host
cell adhesion. These data open new frontiers to future studies on this specific parasite-host interaction
and other unknown functions of TCNTPDase-1 related to its ubiguitous localization.
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