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RESUMO

PAVIONE, Nancy da Rocha Torres, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2022.
NTPDase2 de Leishmania (Viannia) braziliensis: expressiao heteréloga, caracterizacao
bioquimica e andlise de inibidores derivados da quercetina. Orientadora: Juliana Lopes
Rangel Fietto. Coorientadores: Gustavo Costa Bressan e Raphael de Souza Vasconcellos.

Leishmania (Viannia) braziliensis € o principal causador da Leishmaniose Tegumentar
Americana. Os tratamentos ndo sdo sempre efetivos e apresentam efeitos adversos, sendo
necessario o desenvolvimento de novas terapias. Correlacdo entre atividade ectonucleotiddsica
e viruléncia, em diferentes espécies de Leishmania, apontam para a importancia das NTPDases
como fatores de viruléncia do parasito. Neste trabalho, estudamos as variantes para
rLbNTPDase2 dos isolados ET e NSL de L. (V.) braziliensis, com o objetivo de avaliar se
diferencas bioquimicas podem estar relacionadas a diferencas na viruléncia desses isolados e
avaliamos o potencial de inibi¢do da rET-NTPDase2 por compostos derivados da quercetina.
A sequéncia do ectodominio (S43-E425) foi expressa em sistema bacteriano e as proteinas
recombinantes foram purificadas por cromatografia de afinidade a niquel. Nossos resultados
mostram que as enzimas possuem 5 regides conservadas de apirase (ACRs). As 4 mutagdes de
rNSL-NTPDase-2 estao fora das ACRs e a mutacdo Q99P se localiza dentro do dominio B
(R82-Y121), regido antigénica conservada. Apos expressdo e purificacdo, foram identificadas
bandas preditas de 45 KDa. Os resultados de atividade enzimdtica mostram que ambas sdo
genuinas ENTPDases, pois hidrolisam nucleotideos tri e difosfatados, mas ndo AMP. O pertil
geral de hidrdlise foi UDP>GDP>ADP>ATP=UTP para rET-NTPDase2 e
GDP=UDP>ADP=ATP=UTP para rNSL-NTPDase2, sendo ambas difosfatases. rNSL-
NTPDase2 apresenta maior taxa de hidrélise NTP:NDP, sugerindo que as mutagdes possam
direcionar uma maior hidrélise de nucleotideos trifosfatados. Adicionalmente, rNSL-
NTPDase2 apresenta maior hidrélise de ATP, o que pode explicar, pelo menos parcialmente,
sua maior viruléncia. Continuamos os ensaios de caracterizagdo com a enzima rET-NTPDase2
e avaliamos o potencial de inibi¢do de compostos derivados da quercetina. Nossos resultados
mostram que a enzima foi inibida por suramina e DIDS, inibidores de outras ENTPDases. Altos
valores de K para ATP, ADP e UDP sugerem improvavel atuacdo na desativacao de receptores
purinérgicos. Contudo, sugerimos que a enzima tenha importancia em situagdes especificas de
alta concentracao de nucleotideos ou no ambiente intracelular. Dois compostos, IL-09 e IL-05,
inibiram a atividade enzimatica em 92,88% e 88,41% com excesso de substrato. Baixo valor de

ICs0 para o IL-09 (6.56 uM), indica uma alta afinidade do composto com a enzima, ideia



refor¢ada pela cinética enzimédtica na presenga de 1L-09, que indica um perfil de inibi¢do do
tipo misto. Sua composi¢do quimica sugere que a presenca de benzilas nos grupamentos
fendlicos possa ser determinante para a alta afinidade de interagdo do composto. Esperamos
que este estudo possa contribuir para o entendimento das NTPDases em L. braziliensis e

auxiliar no desenvolvimento de novos fairmacos para tratamento da leishmaniose tegumentar.

Palavras-chave: Leishmania braziliensis. Nucleosideo trifosfato difosfohidrolase-2.

Bioquimica. Quercetina.



ABSTRACT

PAVIONE, Nancy da Rocha Torres, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2022.
Leishmania (Viannia) braziliensis NTPDase2: heterologous expression, biochemical
characterization and analysis of quercetin derivative inhibitors. Adviser: Juliana Lopes
Rangel Fietto. Co-advisers: Gustavo Costa Bressan and Raphael de Souza Vasconcellos.

Leishmania (Viannia) braziliensis is a pathogenic protozoan causative of American
Tegumentary Leishmaniasis. Treatments are not always effective and present adverse effects,
requiring the development of new therapies. Correlation between ectonucleotidase activity and
virulence in different species of Leishmania, point to NTPDases as important virulence factors
of parasite. In this work, we study the rLbNTPDase2 variants of ET and NSL strains from L.
(V.) braziliensis in order to evaluate if biochemical differences could be related to differences
in virulence and evaluated the inhibition potential of rET-NTPDase2 by quercetin derivative
compounds. The ectodomain sequence (S43-E425) was expressed in bacterial system and the
recombinant proteins were purified by nickel affinity chromatography. Our results show that
the enzymes have 5 apyrase conserved regions (ACRs). The 4 mutations of INSL-NTPDase-2
are outside of ACRs and the Q99P mutation are located inside Domain B (R82-Y121), a
conserved antigenic region. After expression and purification, predict bands of 45 KDa were
identified. Enzymatic activity show that both enzymes are genuine ENTPDases, since they
hydrolyze tri and diphsphates nucleotides, but not AMP. The overall hydrolysis was
UDP>GDP>ADP>ATP=UTP for rET-NTPDase2 and GDP=UDP>ADP=ATP=UTP for
rNSL-NTPDase2, both being diphosphatases. rNSL-NTPDase2 present a higher rate
NTP:NDP, suggesting that the mutations could direct a higher hydrolysis of triphosphate
nucleotides. Additionally, INSL-NTPDase2 variant present a higher ATP hydrolysis, which
could explain, at least partially, its higher virulence. We continue the charatcterization tests
with rET-NTPDase2 and evaluated the inhibition potential of quercetin derivative compounds.
Our results show that the enzyme was inhibited by suramin and DIDS, inhibitors of others
NTPDases. High K values for ATP, ADP e UDP suggests unlikely role in the deactivation of
purinergic receptors. However, we suggest relevant role in specific situations of high nucleotide
concentration and in intracellular environment. Two compounds, 1L-09 e IL-05, inhibited
enzymatic activity by 92,88% and 88,41% using excess of substrate. Low 1Csp value for IL-09
(6.56 uM), indicates a high affinity of the compound, idea reinforced by the kinetic data in the
presence of IL-09 compound, which indicates a mixed-type inhibition profile. Its chemical

composition suggests that the benzil on the phenolic groups can be determinant for the high



affinity interaction of the compound. We hope that this study can contribute to understanding
of NTPDases in L. braziliensis and help in the development of new drugs for the treatment of

cutaneous leishmaniasis.

Keywords: Leishmania  braziliensis. Nucleoside triphosphate  diphosphohydrolase-2.

Biochemistry. Quercetin.
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INTRODUCAO

As Leishmanioses sdo doengas causadas por protozodrios do género Leishmania. Sdo
classificadas pela Organizacdo Mundial de Saude como Doencas Tropicais Negligenciadas
(NTDs- Negleted Tropical Diseases) e estdo associadas a pobreza, desnutri¢do, habitacio
precaria e deslocamento populacional (CASULLI, 2021; WHO, 2021). Estima-se que haja de
700 mil a 1 milhdo de novos casos da doenca a cada ano, sendo 50 mil a 90 mil casos de
leishmaniose visceral e 600 mil a 1 milhdo de casos da forma cutanea (WHO, 2021).

Os tratamentos atuais sd@o baseados em antimoniais pentavalentes, todavia estes
compostos exibem alta toxicidade e potencial letalidade relacionada a efeitos adversos (DA
JUSTA NEVES; CALDAS; SAMPAIO, 2009; LIMA et al., 2007, LYRA; PASSOS;
PIMENTEL, 2016). Devido a complexidade da infeccdo, que envolve diferentes espécies e
1solados e também a resposta imune do hospedeiro, os tratamentos ndo sdo sempre efetivos,
sendo necessario o desenvolvimento de novas terapias (NOVAIS; AMORIM; SCOTT, 2021).
Assim, o conhecimento sobre fatores de viruléncia do parasito pode contribuir ndo apenas para
o desenvolvimento de novos formacos, mas também para medidas de diagndstico e prevencao.

NTPDases sdo enzimas pertencentes a familia GDA1_CD39, que compartilham 5
regides conservadas de apirase (ACRs) (KNOWLES, 2011). Estas enzimas hidrolisam
nucleotideos tri e difosfatados em nucleotideos monofosfatados, na presenca de cétions
divalentes como cdlcio e magnésio (ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN, 2006). Em
mamiferos sdo conhecidas 8 NTPDases (NTPDasel a 8) que diferem em suas localizagdes e
propriedades cataliticas (ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN, 2006).

Em Leishmania, duas isoformas sao descritas. A isoforma maior possui cerca de 70 kDa
e a isoforma menor cerca de 42 kDa (FIETTO et al., 2004; VASCONCELLOS et al., 2014).

O papel das NTPDases tem sido intensivamente estudado ao longo dos anos e evidéncias
apontam para seu papel na viruléncia, infecciosidade e modulagdo da resposta imune do
hospedeiro (BERREDO-PINHO et al., 2001; FIETTO et al., 2004; MAIOLI et al., 2004;
MARQUES-DA-SILVA et al., 2008; PAES-VIEIRA et al., 2021). Uma vez que essas enzimas
sdo importantes fatores de viruléncia em Leishmania, o estudo de suas caracteristicas estruturais
e bioquimicas pode auxiliar no desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento das
leishmanioses.

Ha muitos anos o nosso grupo de pesquisa estuda as NTPDases de Leishmania e
Trypanosoma cruzi, contribuindo para a compreensdo de suas caracteristicas bioquimicas, de

seus papéis no contexto da infeccdo (MARIOTINI-MOURA et al., 2014; SANTOS et al., 2009;
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VASCONCELLOS et al., 2014) e no desenvolvimento e aplicacio de novos produtos
biotecnoldgicos (DA SILVA et al., 2020; DE SOUZA et al., 2020; FRANCISCO et al., 2013).

Pesquisas em desenvolvimento pelo nosso grupo buscam compreender como as
caracteristicas estruturais destas enzimas se relacionam com suas caracteristicas de hidrdlise.
Além disso, parceria com colaboradores tem nos permitido investigar a atuacdo de novas
moléculas com capacidade de inibicdo das NTPDases. Em parceria com o professor Gaspar
Diaz Mufioz, uma série de compostos derivados da quercetina foi sintetizada e atualmente estdao
em testes em nosso laboratdrio.

Neste trabalho, apresentamos os resultados do estudo desenvolvido para NTPDase2 de
Leishmania (Viannia) braziliensis. No capitulo 1, abordamos o estudo da NTPDase2 dos
isolados ET e NSL, mostrando os principais objetivos e resultados obtidos para a expressao
heter6loga e purificacdo destas proteinas. No capitulo 2, descrevemos os resultados de
caracterizacdo bioquimica da NTPDase2 do isolado ET, bem como a avalia¢do do potencial de

inibicdo desta enzima por compostos ndo naturais derivados da quercetina.
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CAPITULO 1

EXPRESSAO HETEROLOGA E PURIFICACAO DA NTPDase2 DOS ISOLADOS ET
e NSL de Leishmania (Viannia) braziliensis.

RESUMO

Leishmania (Viannia) braziliensis € o principal causador da Leishmaniose Tegumentar
Americana. Esta doenga exibe um espectro de manifestacdes clinicas associadas a diferentes
isolados do parasito. Isolados de L. (V.) braziliensis apresentam diferencas de atividade
ectonucleotidasica, o pode influenciar a apresentacdo da doenca pela modulacdo da resposta
imune no hospedeiro. Neste sentido, ENTPDases sao sugeridas como fatores de viruléncia e
infecciosidade. A descoberta de variantes para ENTPDase2 em isolados de L. (V.) braziliensis
levantou a hipétese de que algumas mutacdes pontuais possam explicar diferencas de atividade
ectonucleotidasica e viruléncia. Neste trabalho, estudamos as enzimas recombinantes de ET e
NSL, isolados que apresentam viruléncia diferenciada em modelo murino (NSL mais
virulento), caracteristicas polares quanto a hidrdlise de nucleotideos extracelulares (NSL tem
maior atividade ectoATPDdsica) e polimorfismos na sequéncia da NTPDase2. Nossos
resultados indicam uma alta probabilidade de existéncia de uma tnica regido transmembrana
na por¢cao N-terminal e auséncia de peptideo sinal. O alinhamento mostra que as enzimas
recombinantes possuem 5 regides conservadas de apirase (ACRs), presentes em outras
NTPDases e que as 4 mutacdes de INSL-NTPDase2 ndo estao presentes dentro de ACRs. Além
disso, a mutagdo Q99P em rNSL-NTPDase2 se localiza dentro do dominio B (R82-Y121),
regido antigénica conservada. Apds expressdo em sistema bacteriano e purificacdo por
cromatografia de afinidade, foi identificada a banda de tamanho predito de 45 KDa. Os
resultados de atividade enzimdtica mostram que ambas sdo genuinas ENTPDases, pois
hidrolisam nucleotideos tri e difosfatados, mas ndo monofosfatados como AMP. O perfil geral
de hidrolise fo1 UDP>GDP>ADP>ATP=UTP para rET-NTPDase2 e
GDP=UDP>ADP=ATP=UTP para rNSL-NTPDase2, sendo ambas difosfatases. rNSL-
NTPDase2 apresenta maior taxa de hidrélise NTP:NDP, sugerindo que as mutacdes possam
direcionar uma maior hidrélise de nucleotideos trifosfatados. Adicionalmente, rNSL-
NTPDase2 apresenta maior hidrélise de ATP, o que pode explicar, pelo menos parcialmente,
sua maior viruléncia. Contudo, novos experimentos devem ser realizados a fim de elucidar as

caracteristicas de hidrélise da variante enzimatica de NSL de forma mais apurada.
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ABSTRACT

Leishmania (Viannia) braziliensis is a pathogenic protozoan causative of American
Tegumentary Leishmaniasis. The disease exhibit a spectrum of clinical manifestations related
to different strains. Also, differences in ectonucleotidase activity of L. (V.) braziliensis strains
was observed and could influence on clinical presentation by modulation of immune response
in the host. In this sense, higher ecto-ATPDasic activity of ENTPDases is suggested as
virulence factor and infectivity. Discovery of ENTPDase2 variants in L. (V.) braziliensis
strains, raised the hypothesis that some point mutations could explain differences in activity
and virulence. In this work, we study the recombinant enzymes of ET and NSL, strains that
present different virulence in murine model (NSL more virulent), polar extracellular
nucleotides hydrolysis (NSL has higher ectoATPDasic activity) and polymorphisms in
NTPDase2 sequence. Our results indicate a high probability of a single N-terminal
transmembrane region and absence of a signal peptide. The alignment show that the
recombinant enzymes have 5 apyrase conserved regions (ACRs) present in other NTPDases
and rNSL-NTPDase2 mutations are not within ACRs. Furthermore, the Q99P mutation in NSL
enzyme is located on Domain B (R82-Y121), an antigenic conserved region. After expression
in bacterial system and purification by affinity chromatography, the predict band of 45 kDa was
identified. The enzymatic activity results show that both are genuine ENTPDases, once they
hydrolyse nucleotides tri and diphosphate, but not AMP. INSL-NTPDase2 present a higher rate
NTP:NDP, suggesting that the mutations could direct a higher hydrolysis of triphosphate
nucleotides. Additionally, INSL-NTPDase2 variant present a higher ATP hydrolysis, which
could explain, at least partially, its higher virulence. However, further experiments should be
performed in order to elucidate the hydrolysis characteristics of NSL enzymatic variant in a

more accurate way.
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1. INTRODUCAO

1.1. Leishmanioses

Leishmanioses compreendem um conjunto de doencas causadas por protozodrios do
género Leishmania e transmitidos por insetos flebotomineos (HARHAY et al., 2011)

Estes protozodrios sdo parasitas digenéticos, que desenvolvem seu ciclo de vida em
hospedeiros flebotomineos e vertebrados. No Velho Mundo, os hospedeiros invertebrados sao
insetos hematéfagos dos géneros Phlebotomus € no Novo Mundo do género Lutzomyia
(MAROLI et al., 2013). Os hospedeiros vertebrados incluem caes, roedores, equinos € 0 homem
(MARZOCHI; MARZOCHI, 1994).

Estima-se que mais de 20 espécies de Leishmania sejam responsaveis pela doenga e
pelas diferentes formas de manifestacdo clinica observadas (WHO, 2021). As principais
espécies causadoras de leishmaniose visceral sdo Leishmania infantum chagasi nas Américas,
Mediterraneo, Oriente Médio, Africa Ocidental e Asia Central e Leishmania donovani na India
e Africa (HARHAY et al., 2011). As principais espécies causadoras leishmaniose tegumentar
no Velho Mundo sdo L. aethiopica, L. donovani, L. infantum, L. major e L. tropica. No Novo
Mundo as espécies causadoras pertencem aos subgéneros Leishmania e Viannia, sendo as
principais: L. (L.) amazonensis, L. (L.) infantum, L. (L.) mexicana, L. (L.) venezuelensis e L.
(V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) panamensis, L. (V.) peruviana e em alguns casos L.
shawi, L. naiffi, L. lainsoni and L. lindenbergi (MONGE-MAILLO; LOPEZ-VELEZ, 2013).

Os parasitos alternam entre diferentes formas evolutivas denominadas promastigota
prociclica, promastigota metaciclica e amastigota (ALEXANDER; SATOSKAR; RUSSELL,
1999). O ciclo no hospedeiro invertebrado se inicia durante o repasto sanguineo, no qual a
fémea do vetor ingere as formas amastigotas presentes nos macrofagos. No intestino, os
amastigotas s@o liberados, se diferenciam em formas promastigotas prociclicas e iniciam o
processo de divisao celular. Moléculas de LPG expressas na superficie celular atuam na adesao
do parasito ao epitélio e, juntamente com gp63, protegem o parasito contra enzimas hidroliticas
do hospedeiro (ALEXANDER; SATOSKAR; RUSSELL, 1999). Alteracdes na estrutura do
LPG sdo importantes para a diferenciacdo e liberacao das formas infectantes promastigotas
metaciclicas (SACKS et al., 1995). Adicionalmente LPG e aumento na expressdo de gp63
auxiliam na resisténcia ao sistema complemento no hospedeiro vertebrado (ALEXANDER;
SATOSKAR; RUSSELL, 1999).

Promastigotas metaciclicas, apds inoculadas no hospedeiro vertebrado, podem ser

fagocitadas por diferentes tipos celulares como macréfagos, neutrdfilos, células dendriticas,
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eosindfilos e fibroblastos. Esse processo € mediado pela interacdo com diversos receptores do
hospedeiro, como receptores de complemento (CR1, CR3 e CR4), receptor de manose-fucose,
receptor de fibronectina e outros. Intracelularmente, dentro do vacutolo parasitéforo,
desenvolvem-se em para formas denominadas amastigotas (ALEXANDER; SATOSKAR;
RUSSELL, 1999; MCCONVILLE; NADERER, 2011).

As leishmanioses exibem um espectro de manifestacdes clinicas, podendo apresentar-
se nas formas visceral, cutinea, mucosa, cutinea disseminada e cutinea difusa. Além destas
formas principais, o acometimento cutdneo pode ocorrer na leishmaniose dérmica pds calazar
ap6s o tratamento de pacientes com leishmaniose visceral e na leishmaniose recidiva, que
acomete cerca de 3-10% dos casos de leishmaniose cutinea, gerando lesdes em torno ou dentro
de cicatrizes de uma lesdo curada previamente (VOLPEDO et al., 2021).

A infec¢do por L. (V.) braziliensis pode ocasionar o aparecimento de lesdes ulcerosas
no local da picada, que evoluem para cura, mas também pode levar ao surgimento de lesdes
com destrui¢do progressiva de mucosas e a forma disseminada da doenca (PIRMEZ, 1992;
VOLPEDO et al., 2021). A evolugdo para diferentes formas clinicas estd associada a resposta
imune do hospedeiro e a fatores genéticos do parasito (ALVES-FERREIRA et al., 2015;
VOLPEDO et al., 2021). No contexto imunoldgico, a evolugdo clinica estd associada a um
espectro de resposta imunoldgica, no qual um extremo € caracterizado por uma forte resposta
imune de células T, com produgdo de altos niveis de IFN-y e baixa carga parasitaria e o outro
extremo envolve a producdo de anticorpos, deficiéncia da resposta mediada por células T do
tipo Thl e alta carga parasitiria (SCOTT; NOVAIS, 2016). A figura 1 mostra o perfil de

resposta imunoldgica envolvido na evolugdo das diferentes formas clinicas.
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Figura 1: Perfil de resposta imunoldgica nas diferentes formas de apresentacio clinica. A forma branda da
doenga envolve um balanco das repostas Thl e Th2, como ocorre na leishmaniose cutanea. Apesar de uma forte
resposta Thl estar relacionada com a cura, a presenca de uma reposta inflamatéria exacerbada com presenca de
linfécitos TCD8+ estd associada a intensa destruicdo tecidual com acometimento de mucosas e surgimento de
lesdes desfigurantes. No outro extremo do espectro, a forma difusa apresenta uma baixa resposta Thl, com teste
de hipersensibilidade tardia (DTH: Delayed-type Hypersensitive) negativo, producdo de anticorpos e alta carga
parasitaria. Fonte: Scott; Novais, 2016.

A forma mucosa (ML- Mucocutaneous leishmaniasis) pode surgir concomitantemente
a forma cutinea ou se desenvolver meses ou anos depois da cura das lesdes primdrias, com o
aparecimento de lesdes ulcerosas graves desfigurantes que acometem as regides do nariz, boca
e garganta (VOLPEDO et al.,, 2021). Esta forma representa um extremo do espectro
imunoldgico e estd associada a uma resposta inflamatdria exacerbada com polarizagdo para as
respostas Th1l e Th17 com producdo de 1L-12, IFN-y, TNF-a, IL-17, presenca de linf6citos
TCD8* e baixa producdo de IL-10, o que leva a intensa destrui¢do tecidual (VOLPEDO et al.,
2021).

A forma cutinea localizada (LCL- Localized cutaneous leishmaniasis) é caracterizada
pelo surgimento de lesdes no local da picada do inseto vetor ou préximas e, dependendo da
resposta imune do hospedeiro e da espécie de Leishmania envolvida, podem evoluir
espontaneamente para cura, sem necessidade de tratamento (VOLPEDO et al., 2021). Este tipo
de evolugdo estd relacionado com uma forte resposta Th1, com produgado de IL-12, IFN-y, TNF-

a e producdo de ROS. Contudo, uma resposta Th2 com producdo de IL-4 e IL-5 parece
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influenciar na resoluc¢do desta forma clinica, promovendo remodelamento tecidual e cura das
lesdes (VOLPEDO et al., 2021).

A forma disseminada (DL- Disseminated leishmaniasis) € caracterizada pela presenca
de lesdes multiplas acneiformes, papulares, nodulares ou ulcerativas em diferentes regides do
corpo, podendo haver acometimento nasal em 44% dos pacientes. Diferente da forma difusa,
apresenta resultado positivo para o teste cutdneo com antigeno de leishmania e apresenta
poucos parasitos nas lesdes. Esta forma estéd relacionada a uma menor producdo de TNF-a e
IFN-y do que ocorre nos casos das formas LCL e ML, contudo a niveis similares de IL-5 e IL-
10. Adicionalmente, parasitos isolados de pacientes com DL infectam e se multiplicam menos
em neutrofilos do que parasitos isolados de pacientes com LCL. Além disso, neutrofilos
infectados com isolados de pacientes com DL apresentam diminui¢do nos marcadores de
ativacao e de resposta oxidativa (VOLPEDO et al., 2021).

A forma difusa (ADCL- Anergic diffuse cutaneous leishmaniasis) leva ao
desenvolvimento de lesdes papulares ndo ulcerosas e ocorre pela infeccdo por L. amazonenses
e L. mexicana nas Américas e por L. aethiopica na Africa. No contexto imunolégico, se
caracteriza por anergia de células T, com liberagao de TGF- por macréfagos, altos niveis de
citocinas Th2 como IL-4, IL-5 e IL-10 e baixos niveis de IFN-y (VOLPEDO et al., 2021).

Apesar do conhecimento sobre os aspectos imunolégicos que envolvem as diferentes
formas clinicas da doenca, pouco se sabe sobre a influéncia de fatores do parasito que
contribuem para este processo (ALVES-FERREIRA et al., 2015). Para L. braziliensis, anélise
de expressdo génica mostrou que isolados de lesdes cutinea e mucosa nao exibem grandes
diferencas gendmicas, contudo andlise protedmica mostrou que LbrPGF2S (prostaglandin f2-
alpha Synthase) e HSP70 foram superexpressas em isolados cutaneos. Superexpressdo de
LbrPGF2S foi correlacionada com aumento da infeccdo e do numero de amastigotas
intracelulares, sugerindo que esta enzima pode participar do perfil de patogénese no hospedeiro

(ALVES-FERREIRA et al., 2015).

1.2. NTPDases de mamiferos e suas funcoes na sinaliza¢do purinérgica

Na sinalizacdo purinérgica, as respostas sdo desencadeadas pela interacdo de
nucleotideos extracelulares com receptores purinérgicos. Os receptores do tipo P1 (A1, Aa2a,
Asp e A3) sdo acoplados a proteina G e respondem a ligacdo de adenosina. Os receptores do
tipo P2 podem ser do tipo P2X ou P2Y. Os receptores P2X (P2X.7) sdo receptores do tipo canal
e respondem primariamente ao ATP. Os receptores do tipo P2Y (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6,
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P2Y11, P2Y12, P2Y13, P2Y14) sdo receptores acoplados a proteina G e se ligam a uma
variedade de nucleotideos (BOURS et al., 2006; BURNSTOCK, 2007).

Diversos trabalhos mostram a importancia de nucleotideos extracelulares na geracio de
respostas celulares. ATP estimula a migracdo e adesdo de neutréfilos pela regulacdo de E-
selectinas e ativacdo dos receptores P2Y>e P2X5 estimula a degranulagdo e a producao de ROS,
respectivamente (BOURS et al., 2006). Em mondcitos, o ATP estimula a migragdo, adesdo ao
endotélio e a transmigracdo. Além disso, promove a produgdo de citocinas, quimiocinas,
eicosanoides e regula processos como fagocitose, secrecao de enzimas proteoliticas e produgio
de 6xido nitrico (BOURS et al., 2006). A adenosina, por sua vez, promove reducio da expressao
de E-selectinas no endotélio, inibindo o rolamento e migragdo, e inibe a produgdo de citocinas
pré-inflamatérias como IL-12 e IFN-y em macréfagos (BOURS et al., 2006). O UDP age como
sinal de dano em células do epitélio bronquial e leva a liberacao de citocinas pré-inflamatoérias
via ativagdo do receptor P2Ys (HAO et al., 2014). Em mondcitos, o UDP e sua interacdo com o
receptor P>Yslevam a expressao e producdo de IL-8 (WARNY et al., 2001).

Neste contexto, € importante ressaltar a importancia das NTPDases na mediacao destes
processos pela hidrdlise de nucleotideos extracelulares. Nucleosideo trifosfato
difosfohidrolases (NTPDases) sdo enzimas pertencentes a superfamilia de proteinas
GDA1_CD39 (apirase, EC 3. 6. 1. 5) e codificadas por genes ENTPD (KNOWLES, 2011;
SANSOM, 2012). Em mamiferos foram identificados 8 tipos (NTPDasel a 8), dos quais quatro
sdo enzimas de superficie celular (NTPDasel, NTPDase2, NTPDase3 e NTPDase8) e quatro
intracelulares (NTPDase4, NTPDaseS, NTPDase6 e NTPDase7), porém formas secretadas de
NTPDase 5 e 6 tém sido identificadas (ROBSON; SEVIGNY: ZIMMERMANN, 2006;
SANSOM, 2012). Classicamente, as NTPDases se diferenciam com relagdo a topologia de
membrana, a presenca de peptideo sinal secretorio e as caracteristicas nucleotiddsicas, como

mostrado na figura 2.
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Figura 2: Topologia de membrana e propriedades cataliticas de membros da familia E-NTPDase.
NTPDases possuem regides conservadas de apirase (ACR) e diferem nas caracteristicas cataliticas, quantidade
de dominios transmembrana e possibilidade de secrecdo (seta isofoma 5). Fonte: Zimmermann, 2000, adaptado.

NTPDases hidrolisam nucleotideos tri e difosfatados em nucleotideos monofosfatados,
na presenca de cdtions divalentes como cdlcio e magnésio. Compartilham 5 regides conservadas
de apirase (ACRs), cujas sequéncias possuem residuos de aminodcidos essenciais a sua fungao
(ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN, 2006; ZIMMERMANN, 2000; ZIMMERMANN;
ZEBISCH; STRATER, 2012).

Assim, possuem papel importante no organismo, regulando a concentragdo de
nucleotideos extracelulares, atuando na terminacao da sinalizagdo de nucleotideos e na via de
salvacdo de purinas (ZIMMERMANN; ZEBISCH; STRATER, 2012).

A atuacdo de NTPDases em conjunto com a 5’ ectonucleotidase leva a producdo de
adenosina pela segunda enzima. A adenosina, por sua vez, pode se ligar a receptores Al, A2A,
A2B e A3, gerando diversas respostas (ZIMMERMANN; ZEBISCH; STRATER, 2012). Em
células T reguladoras, NTPDase 1/CD39 e 5’ nucleotidase/CD73 tém papel importante na
geracdo de adenosina, como também para supressdo da resposta imune em outros conjuntos de

linfécitos T (DEAGLIO et al., 2007).
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1.3. NTPDases e suas funcoes em kinetoplastideos

Considerando o papel das E-NTPDases na modulag@o de resposta imune € a presenga
destas enzimas em patégenos, € importante compreender seus papéis como possiveis
mediadoras de infec¢ao.

As NTPDases de T. cruzi (NTPDasel) e Leishmania (NTPDasel e NTPDase2) se

assemelham mais as isoformas 5 e 6 de mamiferos, como mostrado na figura 3 (FIETTO et al.,
2004; VASCONCELLOS et al., 2014).
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Figura 3: Arvore filogenética usando E-NTPDases de mamiferos e tripanosomatideos (Leishmania e 7.
cruzi). As sequéncias das NTPDases foram alinhadas no programa CLC worbench e usadas para construir a arvore
filogenética usando o método Neighbor Joining com andlises bootstrap (nimeros nas ramificacdes). Mus musculus
(Mm); Homo sapiens (Hs). Tripanosomatideos tem duas ENTPDases com excecdo de T. cruzi, que tem apenas
uma ENTPDase no banco de dados. ENTPDases de tripanosomatideos sdo mais similares as isoformas 5 e 6 de
mamiferos e estdo agrupadas no ramo superior da drvore. Fonte: Vasconcellos et al., 2014, adaptado.
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Em T. cruzi, a TcNTPDase foi identificada na superficie celular, flagelo, insercao
flagelar, cinetoplasto, nucleo e vesiculas intracelulares (MARIOTINI-MOURA et al., 2014).

A ampla distribui¢do celular das NTPDases em Leishmania é uma caracteristica comum
observada em diferentes espécies (DETONI et al., 2013; MAIA et al., 2019; PORCINO, 2016;
PORCINO et al., 2012; VASCONCELLOS et al., 2014). Em L. braziliensis e L. infantum
chagasi, a NTPDase2 foi identificada em formas amastigotas (MAIA et al., 2019; PORCINO,
2016) e em diferentes locais em formas promastigotas, como membrana plasmatica, bolso
flagelar, flagelo, mitocondria, cinetoplasto, nicleo e vesiculas citoplasméticas (PORCINO et
al., 2012; VASCONCELLOS et al., 2014). Em formas promastigotas de L. amazonensis, a
isoforma de 58 KDa-63 KDa foi identificada na membrana celular, mitocondria, ntcleo,
flagelo, bolso flagelar e vesiculas citoplasmaticas (DETONI et al., 2013).

Em L. major, a isoforma menor (40 KDa) se localiza do aparelho de Golgi, com fungao
relacionada a elongacdo do LPG e papel nos estdgios iniciais da infec¢do. Esse trabalho sugere
que a enzima atue indiretamente em vias de glicosilacdo no Golgi, levando a sintese de LPG
menores. Os autores identificaram que a isoforma maior (70 kDa) € secretada e sugerem que
sua fungdo € dispensdvel para a viruléncia nesta espécie, uma vez que o gene deletado ndo
impactou significativamente no curso da infec¢do em modelo murino (SANSOM et al., 2014).

Estudos mostram a possivel participagdo das NTPDases na adesdo e na proliferacdo
celular. Em L. amazonensis o uso de adenosina e anticorpos anti-NTPDase levaram a menor
interag¢do dos parasitas com macréfagos, sugerindo a participacdo dessas enzimas na adesao do
parasito a célula hospedeira (PINHEIRO et al., 2006). Para L. braziliensis, anticorpos
policlonais, produzidos contra epitopos conservados dentro do dominio B da LbNTPDase?2,
foram capazes de reduzir a atividade da enzima e a proliferacdo in vitro, apontando sua
importancia para o crescimento do parasito (PORCINO et al., 2012). Estudo com L. infantum
chagasi demonstra que a enzima recombinante e anticorpos policlonais foram capazes de
reduzir a adesdao e a infeccdo, sugerindo seu papel da LicNTPDase2 nestes processos
(VASCONCELLOS et al., 2014). Em ensaios com 7. cruzi, o uso de anticorpos policlonais e
da NTPDasel recombinante foram capazes de reduzir a adesdo dos parasitos, sugerindo a
existéncia de sitios de interacdo com a enzima no hospedeiro (MARIOTINI-MOURA et al.,
2014).

O papel das NTPDases na infecciosidade e na viruléncia em tripanossomatideos é
amplamente descrito na literatura. Estudo identificou atividade ecto-ATP4sica dependente de
magnésio na superficie de 7. cruzi e demonstrou que as formas infecciosas (tripomastigotas e

amastigotas) apresentam maior atividade que epimastigotas (MEYER-FERNANDES et al.,
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2004). Além disso, o uso de inibidores de ATPases (DIDS e suramina) levou a inibi¢ao da
atividade, da adesdo e da internalizac¢@o do parasito em macréfagos (BISAGGIO et al., 2003).

NTPDase com ampla especificidade para nucleotideos tri e difosfatados foi identificada
na superficie de 7. cruzi. Foi observada maior taxa de hidrdlise ATP/ADP nas formas
infecciosas tripomastigotas, sugerindo que esta enzima participe na modulacio de processos na
infeccdo (FIETTO et al., 2004). Outro estudo demonstrou que o uso de inibidores de ecto-
ATPDses foi capaz de reduzir a atividade ecotonucleotiddsica e a infecc¢ao in vitro € in vivo em
modelo murino (SANTOS et al., 2009).

Mariottini-Moura e colaboradores avaliaram as caracteristicas cinéticas da NTPDase1
recombinante de 7. cruzi e observaram baixo valor de Ki, para o ATP (0.096 mM), sugerindo
sua participagdo na modulagdo da sinalizacdo purinérgica durante a infeccio (MARIOTINI-
MOURA et al., 2014).

Em L. amazonenses, atividade ATPasica foi caracterizada na superficie celular e foi
demonstrado que parasitas virulentos hidrolisam mais ATP que avirulentos (BERREDO-
PINHO et al., 2001).

Estudo comparando a infec¢do por L. amazonenses e L. braziliensis em camundongos
C57BL/6 demonstrou que a infeccdo por L. amazonenses levou ao desenvolvimento de lesdes
cronicas, maior quantidade de parasitos e menor producdo de INF-y e TNF. Maior hidrélise de
AMP foi observada para esta espécie e os autores sugerem que a imunossupressdo observada
possa estar relacionada com maior geracdo de adenosina (MAIOLI et al., 2004).

Comparando a infeccao por diferentes espécies em modelo murino, foi observado que
L. braziliensis e L. major, causadoras de uma apresentacdo clinica mais branda em
camundongos C57BL6, também apresentaram menor hidrélise de nucleotideos extracelulares,
quando comparadas com L. amazonensis. Interessantemente, quando promastigotas de L.
braziliensis foram tratadas com molibdato de amonio, um inibidor da 5’ ectonucleotidase, foi
observado aumento na hidrélise de AMP, sugerindo um aumento da expressdo da enzima na
presenca do inibidor. Estes parasitos foram capazes de gerar maior lesdo e parasitismo quando
inoculados em camundongos C57BL/6. Adicionalmente, adicdo de adenosina no indculo levou
a maior parasitismo, aumento no tamanho das lesdes, menor infiltrado inflamatério e atraso na
resolucdo da infecc@o. O uso de MRS 1754, antagonista de receptores Azg, foi relacionado com
menor parasitismo e tamanho das lesdes. Esses resultados indicam que a adenosina nos estagios
iniciais da infeccdo promove aumento no tamanho das lesdes, provavelmente relacionado ao

controle da resposta imune (MARQUES-DA-SILVA et al., 2008).
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Gomes e colaboradores demonstraram que, em L. amazonensis, a atividade

ectonucleotiddsica estd relacionada a modulacdo de citocinas inflamatérias, reducdo da

producdo de 6xido nitrico e manuten¢do da infec¢do de macréfagos (GOMES et al., 2015).

1.4. Variantes enziméaticas em L. (V.) braziliensis e sua possivel associacdo com o

desenvolvimento de diferentes formas clinicas

Diferencas na atividade ectonucleotidasica intra-espécie em L. (V.) braziliensis e sua
associac¢ao com o desenvolvimento para diferentes formas clinicas t€ém sido investigado (LEITE
et al., 2012). Isolados com maior hidrélise de nucleotideos extracelulares (ATP, ADP e AMP)
estdo associadas a atraso no desenvolvimento de lesdes e alta carga parasitaria, sugerindo o
papel das ectonucleotidases no controle da resposta imune nos estdgios iniciais da infecgao,
favorecendo a multiplicagdo do parasito. Interessantemente, foi observado que isolados de
lesdes mucosas apresentam maior hidrolise de nucleotideos e atraso no pico de
desenvolvimento das lesdes (LEITE et al., 2012).

A fim de compreender a infecciosidade e a resposta imune em modelo murino, os
autores avaliaram a infec¢@o por dois isolados: PPS6m, isolado mucoso de alta atividade de
hidrdlise de nucleotideos de adenina e SSF, isolado cutaneo de baixa atividade. A infec¢do por
PPS6m promoveu atraso no desenvolvimento das lesdes, maior carga parasitiria e menor
infiltrado celular nos primeiros estdgios da infec¢do, enquanto a infeccao por SSF demonstrou
caracteristicas de remodelamento tecidual e baixo parasitismo. Esses resultados indicam que a
maior hidrélise de nucleotideos extracelulares promove atraso no recrutamento de linfdcitos
para o sitio de lesdo (LEITE et al., 2012). PPSm6 também foi capaz de modular a resposta
imune reduzindo a ativagdo de células dendriticas e a produgdo de 6xido nitrico, indicando a
possivel relagdo entre atividade enzimadtica e desenvolvimento da forma clinica (LEITE et al.,
2012). Interessantemente, quando avaliaram o isolado cutineo de alta atividade (HPV6), os
autores observaram comportamento similar ao PPS6m, sugerindo que a atividade possa ser mais
determinante para a resisténcia a ativacdo do macréfago do que para o tipo de lesdo. Contudo,
lesdes mucosas se desenvolvem apds uma lesdo cutdnea primdria, € os autores sugerem que
1solados cutaneos de alta atividade como HPV6 possam progredir para a forma mucosa, contudo
esta hipdtese ainda necessita de investigacdo (LEITE et al., 2012).

Com o objetivo de explicar as diferentes atividades ecto-ATPase e ADPase, os autores
investigaram a sequéncia primdria da LbNTPDase2 de diferentes isolados e encontraram

polimorfismos de base tinica (SNPs) que poderiam, em parte, justificar as diferencas observadas
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na hidrélise de ATP e ADP, e talvez, estarem associados ao perfil de viruléncia (LEITE et al.,
2012). Contudo, associagdo especifica entre os polimorfismos e a atividade enzimdtica nao foi
avaliada.

Este estudo motivou nosso grupo de pesquisa a estudar os isolados ET e NSL de L.
(Viannia) braziliensis a fim de avaliar como a estrutura primdria e caracteristicas bioquimicas
poderiam estar relacionadas as diferencas de hidrélise observadas.

Em nossos estudos no Mestrado, isolamos o DNA gendmico dos isolados, amplificamos
o gene que codifica para a NTPDase2 e clonamos no vetor pJET 1.2/blunt. Os clones obtidos
foram confirmados e analisados quanto a presencga de polimorfismos de base tnica (TORRES,
2017).

Identificamos duas sequéncias distintas para o isolado NSL e apenas uma sequéncia
idéntica para o isolado ET. Em todos os 4 clones obtidos para ET foram encontrados SNPs
silenciosos nas posi¢des 861 e 879. Esses mesmos SNPs foram encontradas em dois dos seis
clones NSL, porém os demais apresentaram SNPs silenciosos na posi¢do 213 e ndo silenciosos
nas posi¢oes 296, 377, 554 e 1126. A traducdo das sequéncias mostrou que esses SNPs
apresentam mudanca na sequéncia de aminodcidos nas posicdes 99, 126, 185 e 376.
Diferentemente as posi¢des 861 e 879 nos clones ET ndo levam a altera¢do na sequéncia de
aminodcidos, confirmando os dados obtidos previamente por Leite e colaboradores (LEITE et
al., 2012; TORRES, 2017).

Nesta Tese, uma vez que observamos que a variante mutada estd presente apenas na
cepa de NSL, vamos denomind-la como NSL-NTPDase2 e a variante nio mutada serd
denominada ET-NTPDase2.

Com o objetivo de avaliar a localizacao das mutagdes na estrutura tridimensional, foram
construidos modelos no programa I-TASSER. Nossos resultados mostraram que as ACRs estdo
em regides de alfa hélices e folhas beta no interior da estrutura e que as mutacoes Q99P, S126F
e N185S em NSL-NTPDase2 estdo na superficie da enzima e a mutagdo T376A se localiza
internamente (Figura 4 A e B) (TORRES, 2017).

Com o objetivo de verificar se a mutacdo interna se posicionava proximo a regiao de
ligacdo ao substrato, alinhamos as estruturas com o cristal da NTPDase2 de Rattus norvegicus
em complexo com AMPPNP (Rn-NTPDase2-3cja) (ZEBISCH; STRATER, 2008). A mutacdo
interna T376A se localiza préximo a um residuo de tirosina na estrutura 3D (Y398), predito
como importante para interacdo com a base nitrogenada do substrato na Rn-NTPDase?2 (Figura
4C e 4D). Assim, a enzima NSL-NTPDase?2 apresenta uma alanina nessa regido e a enzima ET-

NTPDase2 uma treonina (Figura 4) (TORRES, 2017).
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Figura 4: Analise das mutacdes na estrutura 3D. (A) Modelo da ET-NTPDase2 evidenciando os residuos de
glutamina, serina, asparagina e treonina (vermelho) e as ACRs no interior na estrutura (rosa). (B) Modelo da NSL-
NTPDase?2 evidenciando os residuos mutados de prolina, fenilalanina, serina e alanina (vermelho) e as ACRs no
interior da estrutura (rosa). (C) Modelo ET-NTPDase2 (marrom) alinhado a Rn-NTPDase?2 (cinza) em complexo
com AMPPNP, mostrando o residuo de treonina alinhado com Y398 e os residuos na enzima de rato importantes
para ligacdo ao substrato (laranja), posicionamento da dgua nucleofilica (azul), coordenagdo do célcio (ciano) e o
residuo catalitico E165 (preto). (D) Alinhamento do modelo NSL-NTPDase2 (azul) com Rn-NTPDase?2 (cinza)
em complexo com AMPPNP, mostrando o residuo de alanina da enzima de NSL (vermelho) alinhado com Y398
da enzima de rato (laranja). Fonte: Torres, 2017.

Considerando o exposto até aqui e os resultados observados por Leite e colaboradores
para isolados ET e NSL (LEITE et al., 2012), hipotetizamos que as muta¢des pudessem
influenciar nas caracteristicas cataliticas destas enzimas. Sugerimos que a presenc¢a da alanina
proxima da regido de ligagdo ao substrato em NSL-NTPDase2 possa afetar a interacdo, levando
a maior hidrélise de nucleotideos trifosfatados (TORRES, 2017).

Assim iniciamos estudos experimentais para obter as proteinas recombinantes expressas
em E. coli. Apés andlise dos clones obtidos no pJET, as duas variantes encontradas foram
subclonadas no vetor de expressao pET21b para avaliar a expressdo das proteinas. Contudo,
ap6s inducdo com IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactoside) ndo foi possivel a identificacdo das
enzimas com anticorpo monoclonal anti-polyHistidine (anti-His) nem com anticorpo policlonal
anti-rLicNTPDase2, o que indicava que as enzimas ndo foram expressas. Assim decidimos
fazer a otimizacdo de cédons e mudanca de vetor para iniciar novamente o estudo destas

enzimas recombinantes.
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O capitulo 1 desta tese sumariza as metodologias para obtencdo das construgdes no vetor
pET28a, utilizando as sequéncias otimizadas para expressdo em E. coli. Além disso,
apresentamos os testes realizados a fim de obter as melhores condicdes de expressdao e
purificacio, bem como algumas andlises de caracterizagdo enzimdtica das enzimas

recombinantes.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral
Expressao heterdloga e caracterizagdo bioquimica da NTPDase2 dos isolados ET e

NSL de L. (V.) braziliensis.

2.2. Objetivos especificos

» Avaliar a presenga de peptideo sinal e dominio transmembrana.

= Avaliar a presencga de regides conservadas de apirase, comparando com NTPDases
de mamiferos e outros tripanossomatideos.

=  Avaliar as melhores condi¢des de expressdo das enzimas recombinantes em sistema
bacteriano.

» Padronizar a purificacdo das enzimas por cromatografia de afinidade a niquel.

= Avaliar as proteinas recombinantes quanto as suas caracteristicas de hidrélise em

diferentes condi¢des de temperatura e preferéncia por substrato.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Predicao de regiao transmembrana e peptideo sinal

A sequéncia da ATP difosfohidrolase de L. braziliensis (LbrM.15.0030) disponivel no
TriTrypDB, foi utilizada como base para obtencdo do ectodominio. A predi¢do de peptideo
sinal foi feita na plataforma SignalP 5.0 (NIELSEN, 2017) e de regido transmembrana na
plataforma TMHMM 2.0 (KROGH et al., 2001).
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3.2. Otimizacao de cédons, desenho da construcao e obtencao da sintese

As sequéncias que codificam para o ectodominio (S43-425E) foram otimizadas para
expressdao em E. coli utilizando a ferramenta Codon Optimization na plataforma Integrated

DNA Technologies (https://www.idtdna.com/pages/tools/codon-optimization-tool#get-started-

target). Em seguida, as sequéncias em modelo FASTA foram importadas para o programa
Geneious 6.0.6, para confirmacdo do produto gerado pelas sequéncias otimizadas e andlise de
restricdo para escolha dos sitios de restricao a serem utilizados no vetor. Além disso, foi feita
uma clonagem virtual para andlise do frame e obtencdo das sequéncias das enzimas
recombinantes.

As sequéncias foram quimicamente sintetizadas e subclonadas no vetor pET28a pela
empresa FastBio, usando os sitios de restricdo de Hind 11l e Nde 1. As construcdes no vetor
pET28a adicionam uma Hexa-His tag na regido N-terminal das proteinas recombinantes. As
construcdes foram confirmadas por sequenciamento e digestdo enzimadtica e transformadas em
células DH5-Alpha para amplificacdo do plasmideo. O sequenciamento foi alinhado com as
sequéncias otimizadas, com a sequéncia referéncia e traduzido para confirma¢do no programa

Geneious 6.0.6.

3.3. Alinhamento multiplo das NTPDases recombinantes com NTPDases de
tripanossomatideos e mamiferos

Alinhamento multiplo de sequéncias foi feito no programa Clustal W usando o software
MEGA X, versdao 10.2.5. As sequéncias das NTPDases recombinantes dos isolados ET e NSL
foram alinhadas com as sequéncias de NTPDases de parasitos e mamiferos, obtidas em bancos
de dados. TriTrypDB foi usado para as seguintes sequéncias: L. braziliensis (LbrM.15.0030),
L. major (LmjF.15.0030), L. infantum (LINF_150005200), L. amazonenses
(LAMA_000225600), L. panamensis (LPAL13_150005200), L. donovani (LdABPK_150030.1),
Leishmania aethiopica (LAEL147_000207800), Leishmania tropica (LTRL590_150005200)
and Leishmania mexicana (LmxM.15.0030). UniProtKB foi utilizado para NTPDase-1 de
Trypanosoma cruzi (Q6QHTS), NTPDase2 de Rattus norvegicus (035795-1) e para NTPDases
humanas NTPDase 1 (P49961), NTPDase 2 (Q9Y5L3-1) NTPDase 3 (O75355), NTPDase 4
(Q9Y227-1), NTPDase 5 (075356), NTPDase 6 (075354), NTPDase 7 (QINQZ7-1) e
NTPDase 8 (Q5MY95-1). O alinhamento foi editado utilizando o software BioEdit versdo 7.2.5
(HALL, 1999), para evidenciar as ACRs e a regido do Dominio B, que foram anotadas como

descrito na literatura (PORCINO et al., 2012; ZIMMERMANN; ZEBISCH; STRATER, 2012).


https://www.idtdna.com/pages/tools/codon-optimization-tool#get-started-target
https://www.idtdna.com/pages/tools/codon-optimization-tool#get-started-target
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3.4. Predicao de ponto isoelétrico e Massa Molecular
O ponto isoelétrico e a massa molecular tedricos das enzimas recombinantes foram
obtidos utilizando a ferramenta Compute PI/MW disponivel através do servidor ExPASy

(GASTEIGER et al., 2005).

3.5. Avaliacao das melhores condicoes de expressao

As construcdes foram utilizadas para transformar células de E. coli BL21 (DE3) RIL
competentes para expressdo das proteinas. O pré-indculo foi crescido com 50 pg/mL de
canamicina por 12 a 16 h. A cultura foi entdo transferida para 400 mL de meio LB e crescida a
37 °C, 180 rpm até DOegoo entre 0,6 e 0,8 e peletizada a 11.627 g por 10 minutos.

Para andlise do tempo de expressao, a cultura foi induzida com 0,6 mM de IPTG e pellets
de 50 mL foram obtidos a cada tempo para andlise do extrato total. O extrato total foi obtido
pela ressuspensdo dos pellets em 2 mL de tampao de lise (50 mM Tris; 300 mM NaCl; 10 mM
Imidazol). Lisozima (50 mg/ml) e os inibidores de proteases foram adicionados (Pepstatina A
1 ng/mL, Aprotinina 2 pg/mL, Leupeptina 2 png/mL). A ressuspensdo foi mantida a 4°C por 30
minutos e sonicada em ciclos de 10 segundos por 2 minutos com amplitude de 20 Hz. As
amostras foram dosadas por Bradford e 20 pg de proteina total foi analisada por SDS-PAGE e
western blotting utilizando anticorpo monoclonal anti-His tag, produzido em camundongo,
como anticorpo primario (SIGMA - H1029), na diluicdo de 1:2000 sob agitagdo por 2h e
anticorpo policlonal anti-mouse IgG, produzido em coelho, conjugado com HRP, como
anticorpo secunddrio (SIGMA - A9044), na diluicdo de 1:10.000 sob agitacdo por 2 h. A
revelagdo foi feita utilizando 3, 3’ diaminobenzidine (SIGMA-D8001) e peréxido de
hidrogénio. Para a repeticdo do teste de tempo para rET-NTPDase2, 40ug de proteina foi
adicionado ao gel e revelado com anticorpo monoclonal anti-His tag, produzido em
camundongo, como anticorpo primdrio (SIGMA - H1029), na dilui¢do de 1:1000 sob agitacio
por 2h e anticorpo policlonal anti-mouse IgG, produzido em coelho, conjugado com HRP, como
anticorpo secunddrio (SIGMA - A9044), na diluicdo de 1:10.000 sob agitacdo por 2 h. A
revelagdo foi feita utilizando 3, 3’ diaminobenzidine (SIGMA-D8001) e perdxido de
hidrogénio.

Para avaliar se os fragmentos observados nas amostras poderiam ser resultantes de uma
alta taxa de expressdo das proteinas, foi feita a avaliacdo da indu¢@o em concentragdes menores
de IPTG (0,2 mM, 0,1 mM e 0,05 mM). As inducdes foram feitas nos melhores tempos para

cada proteina, variando a concentragdo de IPTG. Os pellets foram processados e analisados
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como descrito anteriormente para andlise do teste de tempo e analisados por SDS-PAGE e
western blotting.

Para andlise da presencga da proteina na fracao solivel e corpo de inclusao as amostras
foram expressas nas melhores condi¢des e processadas como descrito a seguir. Para obtencao
da fracdo soldvel 300 mL de indugéo foi ressuspendida em 30 mL de tampao de lise (50 mM
Tris; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol), lisozima (50 mg/ml) e os inibidores de proteases foram
adicionados (Pepstatina A 1 pg/mL, Aprotinina 2 ug/mL, Leupeptina 2 pg/mL). A ressuspensao
foi mantida a 4°C por 30 min e sonicada em ciclos de 10 segundos por 2 minutos com amplitude
de 20 Hz e centrifugado a 11.627 g por 15 min. O sobrenadante foi filtrado em filtro 0,45 um e
purificado por cromatografia de afinidade e analisado por SDS-PAGE e western blotting. Para
andlise da presenca da proteina nos corpos de inclusdo, pellets de 300 mL foram lisados como
descrito anteriormente. Apds centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em 20 mL de tampao de solubilizacao. O solubilizado foi filtrado em filtro 0,45
um e purificado por cromatografia de afinidade e analisado por SDS-PAGE e western blotting.

Para o western blotting utilizamos anticorpo monoclonal anti-His tag, produzido em
camundongo, como anticorpo primdrio (SIGMA - H1029), na dilui¢do de 1:1000 sob agitacio
por 2h e anticorpo policlonal anti-mouse IgG, produzido em coelho, conjugado com HRP, como
anticorpo secunddrio (SIGMA - A9044), na diluicdo de 1:10.000 sob agitacdo por 1 h. A
revelagdo foi feita utilizando 3, 3’ diaminobenzidine (SIGMA-D8001) e peréxido de

hidrogénio.

3.6. Testes de purificacido da NTPDase2 de ET partir da fracao solavel

3.6.1. Purificacio da rET-NTPDase2 por cromatografia de afinidade em
steps

Como haviamos observado a expressao da proteina sem a adicdo do indutor no tempo
de Oh e como a superexpressao leva a formacgao de agregados em corpos de inclusio, 1600 mL
de cultura foram crescidos até a DOgoo 0,6 € em seguida centrifugada a 11.627 g por 10 minutos
para sedimentagdo celular. Os sedimentos de 400 mL foram ressuspendidos em 40mL de
tampao de lise e processados para obten¢do da fracdo solivel como descrito anteriormente na
seccao anterior (Tépico 3.5). Em seguida o lisado foi filtrado em membrana 0,45 pm e
purificado por cromatografia de afinidade ao niquel utilizando o sistema Akta Purifier (GE),
utilizando uma coluna HisTrap FF crude 5 ml. Apds a aplicagdo da amostra foi feita uma
lavagem com tamp@o A (Tris S0 mM; NaCl 500 mM; Imidazol 10 mM, pH 7,5) até UV pr6xima
de 0 mAU e eluida em steps de concentracdes de tampao B (50 mM Tris; 500 mM NaCl; 350
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mM Imidazol; pH 7.,5), 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 80% e 100%. As
aliquotas correspondentes as diferentes fracOes foram analisadas por SDS-PAGE com
coloracdo com comassie blue e western blotting utilizando anticorpo monoclonal anti-His tag,
produzido em camundongo, como anticorpo primario (SIGMA - H1029), na dilui¢do de 1:7000
sob agitacdo por 1h e anticorpo policlonal anti-mouse IgG, produzido em coelho, conjugado
com HRP, como anticorpo secundario (SIGMA - A9044), na dilui¢cdo de 1:10.000 sob agitagao
por 1 h. A revelagao foi feita utilizando 3, 3’ diaminobenzidine (SIGMA-D8001) e peréxido de

hidrogénio.

3.6.2. Teste de precipitacio com sulfato de amonio

Uma vez que a purificacdo em STEPS nao foi capaz de remover os contaminantes,
utilizamos as aliquotas purificadas nas quais foi observada a marcagao da rET-NTPDase?2.
Imaginamos que, utilizando a amostra parcialmente purificada, seria possivel obter a separagcao
da proteina de interesse com mais facilidade.

Sulfato de amonio foi adicionado na quantidade requerida para atingir as porcentagens
desejadas 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60% e 70%. Os calculos das quantidades de sulfato de
amonio sélido adicionados a solugdo contendo a proteina foram feitos a partir da plataforma
Ammonium  Sulfate Calculator (EnCor Biotechnology, Inc.) disponivel em:

https://www.encorbio.com/protocols/AM-S0O4.htm.

Sulfato de amoénio foi adicionado para obter a concentracdo de 10%. A amostra
permaneceu sob agitagdo por 30 minutos a 4°C e em seguida foi centrifugada a 18894 g por 15
minutos a 4°C. O pellet resultante foi resuspendido em 300 puL de tampao de lise (50 mM Tris;
300 mM NaCl; 10 mM Imidazol) e armazenado. Uma aliquota do sobrenadante foi armazenada
para andlise posterior. O volume restante foi medido em uma proveta e depois foi adicionado
sulfato de amodnio para obter a concentracdo de 20% e a amostra foi agitada e depois
centrifugada nas mesmas condi¢des ja descritas. O mesmo foi realizado para as demais
concentragdes. Para as concentracdes de 60% e 70%, o pellet foi ressuspendido em 1mL de
tampao de lise para melhorar a solubilizagdo.

As amostras foram analisadas por SDS-PAGE, coradas com comassie blue e avaliadas
por western blotting utilizando anticorpo monoclonal anti-His tag, produzido em camundongo,
como anticorpo primario (SIGMA - H1029), na diluicdo de 1:5000 sob agitacdo por 1h e
anticorpo policlonal anti-mouse IgG, produzido em coelho, conjugado com HRP, como

anticorpo secundério (SIGMA - A9044), na diluicao de 1:10.000 sob agitacdo por 1 h. A


https://www.encorbio.com/protocols/AM-SO4.htm
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revelagdo foi feita utilizando 3, 3’ diaminobenzidine (SIGMA-D8001) e perdxido de

hidrogénio.

3.7. Expressao da NTPDase2 dos isolados ET e NSL e purificacao das proteinas a
partir dos corpos de inclusao
3.7.1. Teste de solubilizacdo com Ureia

As proteinas foram expressas nas melhores condi¢des para andlise de solubilizacao em
diferentes concentracdes de ureia. Para cada teste, pellets correspondentes a 100 mL de indug@o
foram ressuspendidos em 4 mL de tampdo de lise (50 mM Tris; 300 mM NaCl; 10 mM
Imidazol) e adicionados os inibidores de protease (Pepstatina A 1 pg/mL, Aprotinina 2 pg/mL,
Leupeptina 2 pg/mL) e lisozima 1 mg/ml. A ressuspensdo foi mantida a 4 °C por 30 minutos e
sonicada a 30 Hz, por 2 minutos, em ciclos de 10 segundos, a 4°C. Tampao de lise foi adicionado
no volume final de 10 mL e as amostras foram centrifugadas a 11,627 g por 15 minutos e o
sobrenadante descartado. Foram realizadas duas lavagens com tampdo de lise, seguidas de
centrifugacdes de 10 minutos. Os pellets contendo os corpos de inclusdo foram ressuspendidos
em condig¢des desnaturantes com 10 mL de tampao Tris S0 mM pH 7.5, NaCl 500 mM, Imidazol
10 mM contendo 2M, 4M, 6M ou 8M de ureia, aquecidos a 50°C por 20 minutos e centrifugados
a 20.000 g por 20 minutos. As amostras foram analisadas por SDS-PAGE, coradas com
comassie blue, e western blotting utilizando anticorpo monoclonal anti-His tag produzido em
camundongo como anticorpo primdrio (SIGMA - H1029), na diluicdo de 1:5000 sob agitagao
por 1h e anticorpo policlonal anti-mouse IgG produzido em coelho, conjugado com HRP, como
anticorpo secunddrio (SIGMA - A9044), na dilui¢cdo de 1:10.000 sob agitacdo por 1 h. A
revelagdo foi feita utilizando 3, 3’ diaminobenzidine (SIGMA-D8001) e peréxido de

hidrogénio.

3.7.2. Testes de pré-purificacao

Com o objetivo de obter uma amostra de solubilizado mais pura antes da purificacao
por cromatografia de afinidade, testamos o processamento com diferentes tampdes: Tampao 1
(50 mM Tris; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol); Tampao 2 (50 mM Tris; 300 mM NacCl; 10
mM Imidazol; 2M Ureia); Tampao 3 (50 mM Tris; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol; 2M Ureia;
10mM B-mercaptoetanol) e Tampao 4 (50 mM Tris; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol; 10mM
-mercaptoetanol).

A proteina rET-NTPDase2 foi expressa num volume de 400 mL e os pellets obtidos

foram processados. Os pellets foram ressuspendidos em 16 mL de tampao de lise (50 mM Tris;
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300 mM NaCl; 10 mM Imidazol) e adicionados os inibidores de protease (Pepstatina A 1
pg/mL, Aprotinina 2 pg/mL, Leupeptina 2 pg/mL) e lisozima 1 mg/ml. A ressuspensao foi
mantida a 4 °C por 30 minutos e sonicada a 30 Hz, por 2 minutos, em ciclos de 10 segundos, a
4°C e centrifugadas a 11,627 g por 15 minutos. Para lavagem, os respectivos tampdes foram
adicionados no volume final de 20 mL e as amostras foram centrifugadas a 11,627 g por 15
minutos e os sobrenadantes armazenados para andlise. Foi realizada uma lavagem adicional,
seguida de centrifugacdo de 10 minutos e os sobrenadantes foram armazenados para andlise.
Os pellets contendo os corpos de inclusao foram ressuspendidos em 30 mL de tampao (Tris 50
mM, NaCl 500 mM, Imidazol 10 mM; 8M de Ureia; pH 7,5) aquecidos a 50 °C por 20 minutos
e centrifugados a 20.000 g por 20 minutos. Os sobrenadantes contendo os corpos de inclusio
solubilizados foram filtrados em membrana 0,45 pm e purificados por cromatografia de
afinidade ao niquel utilizando a coluna HisTrap FF crude 5 ml. Apés a aplica¢do da amostra foi
feita uma lavagem com tampao A (Tris 50 mM, NaCl 500 mM, Imidazol 10 mM, Ureia 8 M;
pH 7.5) por 30 minutos e um passo de lavagem com 10% B por 1 hora e eluidas com 100% B
(50 mM Tris; 500 mM NaCl; 350 mM Imidazol; Ureia 8 M; pH 7.5). As aliquotas
correspondentes as diferentes fracdes foram analisadas por SDS-PAGE com coloragdo com

comassie blue.

3.7.3. Testes de purificacao

Inicialmente avaliamos se a lavagem com 2M de ureia antes da solubilizacdo dos corpos
de inclusao e as lavagens com 10% e 20% de B na purificag¢do de afinidade levariam a lavagem
e desligamento precoce das proteinas de interesse, respectivamente.

Um volume correspondente a 1,6 L de indugdo para rET-NTPDase2 e 800 mL para
rNSL-NTPDase2 foram expressos com 0,2 mM de IPTG por 2h ou 4h, respectivamente. Os
pellets foram processados da mesma forma descrita anteriormente (3.7.1), contudo, ajustando
os volumes de tampao de acordo com os volumes de inducdo utilizados. Apos a lise, os pellets
foram lavados em tampao Tris 50 mM, NaCl 500 mM, Imidazol 10 mM, pH 7.5, contendo 2M
de ureia e foram centrifugados a 11,627 g por 15 minutos e o sobrenadante armazenado para
andlise. A solubilizacdo dos corpos de inclusdo foi realizada em tampao Tris 50 mM, NaCl 500
mM, Imidazol 10 mM, Ureia 8M, pH 7.5, aquecidos a 50 °C por 20 minutos e centrifugados a
20.000 g por 20 minutos. Os corpos de inclusdo solubilizados foram filtrados em membrana
0,45 um e purificados por cromatografia de afinidade a niquel utilizando o sistema Akta purifier

FPLC (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ) e os tampdes A (Tris 50 mM, NaCl 500
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mM, Imidazol 10 mM, Ureia 8 M; pH 7,5) e B (50 mM Tris; 500 mM NaCl; 350 mM Imidazol;
Ureia 8 M; pH 7.5).

Para rET-NTPDase2 foi utilizada a coluna HisTrap FF crude 20 mL e ap6s a aplicacao
da amostra foi feita lavagem com tampao A por 30 minutos, lavagem com 10%B por 1h e 15
minutos e 20%B por 40 minutos, seguida de eluicio com 100%B. Para NSL-NTPDase?2 foi
utilizada a coluna de 1 mL e apds aplicac@o a amostra foi lavada com tampao A por 30 minutos,
seguido da lavagem com 10%B por 30 minutos e eluida com 100%B. As amostras foram
analisadas por SDS-PAGE, coradas com comassie blue, e western blotting utilizando anticorpo
monoclonal anti-His tag, produzido em camundongo, como anticorpo primario (SIGMA -
H1029), na dilui¢do de 1:7000 sob agitacdo por lh e anticorpo policlonal anti-mouse IgG
produzido em coelho, conjugado com HRP, como anticorpo secundario (SIGMA - A9044), na
diluicdo de 1:10.000 sob agitagdo por 1 h. A revelagdo foi feita utilizando 3, 3’
diaminobenzidine (SIGMA-D8001) e peréxido de hidrogénio.

3.7.4. Purificacao da rETNTPdase2 na coluna HisTrap FF crude SmL

Inicialmente um volume de 1,6 L de indugdo foi processado como ja descrito para
obtencdo dos corpos de inclusdo solubilizados. A purificagdo foi feita por cromatografia de
afinidade ao niquel, utilizando a coluna HisTrap FF cude de 5 mL. Apds a aplicagdo da amostra,
foi feita lavagem com tampao A (Tris 50 mM, NaCl 500 mM, Imidazol 10 mM, Ureia 8 M; pH
7,5) por 30 minutos, seguido de lavagem 10% B por 1 hora e eluicdo com 100% B (50 mM
Tris; 500 mM NaCl; 350 mM Imidazol; Ureia 8 M; pH 7.,5).

Para o segundo teste, objetivamos eliminar os contaminantes eluidos junto com a
proteina no teste anterior. Assim, reduzimos o volume de amostra aplicada, que agora foi
correspondente a um volume de 800 mL de indugio. Os corpos de inclusdo solubilizados foram
purificados utilizando a coluna HisTrap FF crude de 5 mL. Apds a aplicagdo de metade do
volume de amostra, foi feita lavagem com tampao A (at¢ UV=0 ou 20 a 30 minutos), seguida
de lavagem com 10% B por 20 minutos. Posteriormente foi aplicado o volume restante de
amostra, seguido de lavagem com tampado A (até UV=0 ou 20 a 30 minutos) e lavagem com
10% B por 20 minutos. Um passo adicional de lavagem 20% B por 20 minutos foi realizado e
a proteina foi eluida com 100%B.

A pureza das amostras foi analisada por SDS-PAGE corado com coomassie e
confirmadas por western blotting, como descrito por Sambrook e Russel (SAMBROOK;
RUSSELL, 2001). O western foi feito usando anticorpo monoclonal anti-His tag, produzido em
camundongo, como anticorpo primdrio (SIGMA - H1029), na dilui¢do de 1:5000 sob agitacio
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por 1h e anticorpo policlonal anti-mouse IgG conjugado com HRP, produzido em coelho, como
anticorpo secundério (SIGMA - A9044), na diluicdo de 1:10.000 sob agitagdo por 1 h. A
revelacdo foi feita utilizando 3, 3’ diaminobenzidine (SIGMA-D8001) e peréxido de

hidrogénio.

3.8. Renaturacao

Para os testes de renaturagdo as amostras foram diluidas 20 vezes em diferentes
tampodes: tampao 1 (50 mM de Tris, 50 mM de HEPES, 2,7 mM de MgCl2, 2 mM de CaCl2,
116 mM de NaCl, 5,4 mM de KCl e 2,5 mM), tampao 2 (50 mM de Tris e 116 mM de NaCl) e
tampao 3 (50 mM de Tris e 116 mM de NaCl, ImM GSSG e 2 mM GSH) e armazenadas a 4°C
por 5 dias.

O ultimo tampao testado foi constituido de 100 mM Tris, 600 mM de NaCl, 1mM de
GSSG, 2 mM de GSH, 33% de glicerol, como descrito para rLicNTPDase2
(VASCONCELLOS et al., 2014). Apés diluicdo 20 vezes as amostras foram armazenadas a
4°C e a atividade foi avaliada apos 48 horas.

Atividade ADPdsica foi avaliada pelo método do verde malaquita (EKMAN, PIA;
JAGER, 1993) usando 2.5 mM de substrato e tampao (Tris 50 mM, HEPES 50 mM, MgCl,2.7
mM, CaCl; 2 mM, NaCl 116 mM e KCI 5.4 mM) pH 7.5, adaptado a partir da literatura
(BARROS et al., 2000), em 10 minutos de reacdo. Todas as rea¢cdes foram pré-aquecidas a 37°C
por 3 minutos, disparadas com 1ug de proteina e paradas pela adi¢ao de 0,2 M de HCI, seguida
pela adi¢@o de reagente colorimétrico (1:3 v/v de verde malaquita 0.2 % e molibidato de amonio
10 %, diluidos previamente em HCL 4 M). As absorbéncias foram mensuradas a 660 nm e

convertidas para nmol de fosfato usando uma curva padriao de NazPOs.

3.9.Atividade enziméatica

Os testes referentes a caracterizacdo bioquimica da enzima rET-NTPDase2 estdo
descritos no capitulo 2 desta tese. Aqui descreveremos a metodologia utilizada para os
resultados preliminares para o teste de temperatura e substrato para a enzima rINSL-NTPDase2
e a para comparagdo adicionamos os resultados dos mesmos testes obtidos para rET-NTPDase2
que estdo descritos no capitulo 2.

As enzimas foram renaturadas como descrito na sec¢ao anterior (Tépico 3.8) e atividade

de hidrélise foi avaliada apds 48 horas pelo método do verde malaquita (EKMAN, PIA;
JAGER, 1993).
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Para a determinagdo do efeito da temperatura o meio reacional foi composto por tampao
de atividade (Tris 50 mM, HEPES 50 mM, MgCl> 2.7 mM, CaCl,2 mM, NaCl 116 mM e KClI
5.4 mM) (BARROS et al., 2000) e 2.5 mM de ADP como substrato. As temperaturas testadas
foram 30, 34 e 37 °C e para todas, o tempo de reacdo e pH foram fixados a 10 minutos e 7.5,
respectivamente. O teste para hidrdlise de diferentes substratos foi realizado utilizando tampao
de atividade contendo apenas magnésio como cofator, em pH 7,5 a 37 °C por 10 minutos. Para
o teste de substrato 2.5mM de ATP, ADP, GDP, UTP ou UDP foi utilizado. Todas as reacdes
foram pré-aquecidas a 37°C por 3 minutos, disparadas com 1ug de proteina e paradas pela
adicdo de 0,2 M de HCI, seguida pela adicdo de reagente colorimétrico (1:3 v/v de verde
malaquita 0.2 % e molibidato de amoénio 10 %, diluidos previamente em HCL 4 M). As
absorbancias foram mensuradas a 660 nm e convertidas para nmol de fosfato usando uma curva

padrao de Na3POs.

4. RESULTADOS

4.1.Predicao de regiao transmembrana e peptideo sinal

A determinacdo de peptideo sinal e dominio transmembrana sdo passos importantes para
guiar a escolha da estratégia de expressdo. Assim, utilizamos a sequéncia da LbNTPDase2
referéncia (LbrM.15.0030) para avaliar estes parametros.

A predicdo de peptideo sinal realizada na plataforma SignalP 5.0, indica uma alta
probabilidade de que a sequéncia nao possua peptideo sinal, representado nos resultados como

“Other” (Figura 5).
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Figura 5: Predicao de peptideo sinal para LbNTPDase2 no Signal P. Os resultados mostram uma alta
probabilidade de que a sequéncia ndo possua peptideo sinal, indicado no grafico como “Other”.

O resultado gerado pela plataforma TMHMM indica uma alta probabilidade para a
existéncia de uma unica regido transmembrana na por¢do N-Terminal, formada pelos
aminodcidos 20 ao 42. Os aminoécidos 1 ao 19 foram preditos como internos e os residuos 43

a0 425 como extracelulares. A figura 6 mostra os resultados obtidos na plataforma.
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Figura 6: Prediciao de dominio transmembrana para LbNTPDase2 no THMM. Os resultados mostram uma
alta probabilidade de formacao de regido transmembrana dos residuos 20 ao 42 (em vermelho).

Juntos, esses resultados indicam que a proteina possui uma regio transmembrana N-
terminal e uma baixa probabilidade de ser secretada.

A superexpressdo de proteinas transmembrana em E. coli apresenta dificuldades, pois
leva a formacdo de agregados insoliveis no citoplasma (KAUR; KUMAR; KAUR, 2018).
Assim, optamos por remover a por¢do transmembrana da sequéncia e expressar apenas o
ectodominio utilizando o sistema pET, como ja descrito para a rLicNTPDase2

(VASCONCELLOS et al., 2014).

4.2. Otimizacao de cédons, desenho das construcoes e obtencao das sinteses

As porc¢des que codificam para o ectodominio (S43-425E) da NTPDase2 dos isolados
ET e NSL foram otimizadas utilizando a ferramenta Codon Optimization na plataforma
Integrated DNA Technologies. As sequéncias otimizadas (Anexos A e B) foram importadas em
modelo FASTA para o programa Geneious 6.0.6 para andlise de restricao, clonagem e andlise
de frame. A andlise de restri¢do avalia a presenca de sitios de restricdo internos na sequéncia
de interesse e permite determinar a escolha do par de enzimas que irdo flanquear a sequéncia
apos a ligacdo no vetor. Para nossa andlise, escolhemos previamente as enzimas Nde 1 e Hind

III. Como mostram as figuras 7 e 8, ndo foram reconhecidos sitios de restricdo internos para
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essas duas enzimas, apenas os adicionados manualmente nas extremidades da sequéncia de

interesse para indicar o posicionamento para a constru¢do no vetor pET28a.
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Figura 7: Analise de restricdo para a sequéncia otimizada da NTPDase2 do isolado ET. A figura mostra que
ndo hd sitios de restricao internos para as enzimas escolhidas, que aparecem em destaque apenas no inicio (Nde I)
e final da sequéncia (Hind III) apés adicdo manual.
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) ] £ W o0 5% T T80

SAGGTTTET CAACGTGAAAGTGCTGAC CATACSACCAC TCCCAAGGAGACCECCTGTATGGAGCTE GCCTATCTG TACAGCT TTCTGACACATGG TT TAGGCCT TT
i 1080 T0%0 1100 1T T30 .30 T4 1150 T e

Hindl (1 1%)
CAGATGACCETACACTGEAAG TGCCCAATCGCATCGAAGGCATTGC TS T TTCG TS GTCCCTTEGE TET TCCCTTT CCTT TETCCTTAAGA TEGAG TG ARAG CT

Figura 8: Analise de restricio para a sequéncia otimizada da NTPDase2 do isolado NSL. A figura mostra que
ndo hd sitios de restricao internos para as enzimas escolhidas, que aparecem em destaque apenas no inicio (Nde I)
e final da sequéncia (Hind III) apés adicdo manual.
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O vetor pET28a possui regido policlonal que tem os sitios de restricdo para diversas
enzimas, dentre elas Nde I e Hind III. As construcOes neste vetor adicionam uma Hexa-His tag
na regido N-terminal das proteinas recombinantes e também possibilita a adi¢do de uma cauda
C-terminal, se houver a remocdo do stop cédon da sequéncia a ser clonada. Para nossa
constru¢do, mantivemos o stop cédon para a producdo de enzimas contendo Hexa-His tag
apenas na regido N-terminal.

O proximo passo consistiu na clonagem no programa Geneious, com o objetivo de
avaliar o frame e obter as sequéncias de aminodcidos das enzimas recombinantes. A figura 9
mostra as constru¢cdes ET-pET28a e NSL-pET28a obtidas apds a clonagem no programa

Geneious. As figuras 10 e 11 mostram em detalhes as regides de inicio e término das

construgoes.

Thrombin Site

odon  Ligatior

Digestion of NSL - Fragment 2 (concatenated sequence 2)” %1
5 )

L sequence "

Digestion of pet28a - Fragment 2 (concatenated sequence 1)

Digestion of pet28a - Fragment 2 (concatenated sequence 1)-

Ligated sequences NSL-pET28a

Ligated sequences ET-pET28a 88
6,463 bp w e

o
000’z

Figura 9: Clonagem realizada no programa Geneious 6.0.6. Construgdes obtidas para ET-pET28a (a direita) e
NSL-pET28a (a esquerda) mostrando as anotagdes de regides importantes nas sequéncias.
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Nde |
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A 0 5000 g0 hind ! 2 ' o 540 5,450 8.100
g U 5.080 5.000 §.100 5110 5.2 p.130 5140 5 "“ )

som sqn s

s FATACCATS GGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAG CAGC GG CCTE TG CCGC GC GG CAGCCA TATS TCCCC TTGCAACTCC CC AT
ACTTTAAGAAGCAGATAT ESReESHSEmEl S S UGIEBNSME P R 1GF S SHENN CCCATATTCAAACGTAT
DT mmReReRe Y T EENGETS S o EmCan i S P Y S Ny
Iqatior r
Start codon  Digestion of pet28a - Fragment 2 (concatenated sequence 1) Digestion of ET - Fragment 2 (concatenated sequence 2) ET sequence

o 030
208 9
e CGTATCCTGGAGCCTGEGCT CTTGCGGCCGCACTCSAGCACCACCACCACCACCACT
ATTGAGGGGATTGC COTATCC K_SMOSESEEE K A A Sxemme BRCACTSAGA TCC
psmmecsmm AW S WS BT C = - HOHSRH S E e

sequence Ligat

ET I:
Digestion of ET - Fragment 2 (concatenated sequence 2) Digestion of pet28a - Fragment 2 (concatenated sequence 1

Figura 10: Clonagem da sequéncia da NTPDase2 do isolado ET no programa Geneious 6.0.6. Detalhes
das regides de ligacdo da sequéncia de interesse no vetor pET28a, mostrando o start cédon, Hexa-His tag, sitio
de trombina, sitio de Nde I, seguido pela sequéncia da NTPDase2 do isolado ET (A) e o stop cédon (TGA)
representado com um asterisco (*) na sequéncia, seguido pelo sitio de restricdo de Hind III (B).
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NSL sequence Ligatio
Digestion of NSL - Fragment 2 (concatenated sequence 2)

I
Digestion of pet28a - Fragment 2 (concatenated sequence 1

Ligated sequences NSL-pET28a
463bp

Figura 11: Clonagem da sequéncia da NTPDase2 do isolado NSL no programa Geneious 6.0.6. Detalhes
das regides de ligacdo da sequéncia de interesse no vetor pET28a, mostrando o start cédon, Hexa-His tag, sitio
de trombina, sitio de Nde I, seguido pela sequéncia da NTPDase2 do isolado NSL (A) e o stop c6don (TGA)
representado com um asterisco (*) na sequéncia, seguido pelo sitio de restricdo de Hind III (B).
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Nao foi necesséario adicionar bases para ajuste do frame, uma vez que o sitio de restri¢ao
de Nde I (AAGCTT) esta in frame com o start codon do vetor e € composto por duas trincas de
nucleotideos. Isto foi confirmado apds a traducdo das sequéncias clonadas (Figuras 12 e 13) e
alinhamento com as sequéncias de aminodcidos relativas ao ectodominio de cada enzima.
Nossos resultados mostram que as sequéncias diferem apenas pela sua regido N-terminal,
devido a adicdo dos aminodcidos traduzidos a partir do start cddon presente do vetor, regido

que também codifica para a Hexa-His tag.

1 10 20
Consensus MG 5 5 HHHHHH S 56 LVEPRGSH
Identity

1. Ligated sequences ET Tradugao
2. ET Tradugdo

Consensus
Identity

1. Ligated sequences ET Tradugdo
2. ET Tradugdo

Consensus
Identity

1. Ligated seguences ET Tradugdo
2. ET Tradugédo

Consensus
Identity

1. Ligated seguences ET Tradugdo
2. ET Tradugdo

Consensus
Identity

1. Ligated seguences ET Tradugdo
2. ET Tradugdo

Consensus
ldentity

1. Ligated seguences ET Tradugdo
2. ET Tradugdo

Figura 12: Traducao e alinhamento da LbNTPDase2 e da rLbNTPDase2 do isolado ET. Apds a clonagem a
sequéncia da proteina recombinante foi traduzida e alinhada com a sequéncia original da enzima do isolado ET. A
figura mostra a identidade das sequéncias, representada pelos aminodcidos em mesma cor (preto), exceto pela
regido do vetor traduzida, que adiciona um peptideo N-terminal, contendo a Hexa-His tag.



47

| o bl
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|dentity

1. Ligated sequences NSL Tradugdo
2. NSL Tradugdo

Consensus
Identity

1 Ligated sequences NSL Tradugdo
2. NSL Tradugdo

Consensus
ldentity

1. Ligated sequences NSL Tradugdo
2. NSL Tradugdo

Consensus
ldentity

1. Ligated sequences NSL Tradugdo
2. N5L Tradugdo

Consensus
ldentity

1. Ligated sequences NSL Tradugdo
2. MSL Tradugdo

Consensus
Identity

1. Ligated sequences NSL Tradugdo E LT LBV EN
2. MSL Tradugdo E ETLEVENEL

Figura 13: Traducao e alinhamento da LbNTPDase2 e da rLbNTPDase2 do isolado NSL. Ap6s a clonagem
a sequéncia da proteina recombinante foi traduzida e alinhada com a sequéncia original da enzima do isolado NSL.
A figura mostra a identidade das sequéncias, representada pelos aminodcidos em mesma cor (preto), exceto pela
regido do vetor traduzida, que adiciona um peptideo N-terminal, contendo a Hexa-His tag.

As sequéncias foram obtidas comercialmente e o sequenciamento foi alinhado com a
sequéncia referéncia (LbrM.15.0030) para confirmacgdo da sequéncia de aminoacidos (ANEXO
C) e com as sequéncias otimizadas para confirmar a sequéncia de nucleotideos, local de

inser¢do e frame (ANEXOS D e E).

4.3. Alinhamento multiplo das NTPDases recombinantes com NTPDases de
tripanossomatideos e mamiferos

As sequéncias das enzimas recombinantes foram alinhadas com sequéncias de
NTPDases de tripanossomatideos e mamiferos (Anexo F).

O alinhamento (Figura 14) evidencia que as enzimas dos isolados ET e NSL possuem
as 5 regides conservadas de apirase (ACRs), presentes em outras NTPDases. A enzima rET-
NTPDase possui sequéncia idéntica a sequéncia referéncia (LbrM.15.0030) enquanto rNSL-

NTPDase-2 possui 4 mutacdes que ndo estido presentes dentro de ACRs. As mutacdes Q99P e
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S126F estao entre ACR1 e ACR2, a mutacdo N185S estd entre ACR3 e ACR4 e a mutacao
T376A entre ACR4 e ACRS.

HsNTPDasel T MRLL CEE WITI LDL TC ITLGYML
HsNTPDase2 T MRLL CEE WVT MDL STC IALGYML
HsNTPDase3 RT TAGMRLL CEE LDL ITC SLGYML
HsNTPDase4 o CTAGMRIL KCE ILDMGGVSTC TLGAIL
HsNTPDase5S T TAGLRLL SDEGIL TLDL ITC IALGATE
HsNTPDase6 T TAGLRLL TDE MLDL STC IALGATI

HsNTPDase7 C CTAGMRLL RCE ILDM SLC TLGAIL
HsNTPDaseS8 T TAGMRLL CAE LDM STC TLGYML
RnNTPDase2 T TAZGMRPF CDE F MDL STC WAL L
TcNTPDase T TAGLRRI WE TILDL STC IALGASL
LbNTPDase2 T o! TAGLRLL CE TIDM STC T ISLGCSL
rET-NTPDase2 T o TAGLRLL CE TIDM STQC i i ISLGCSL
rNSL-NTPDase T E F TAGLRLL CE TIDM STC ISLGCSL
LmNTPDase2 \ T TAGLRLL CE TIDM STQ {SLGSSL
LaeNTPDase?2 T TAGLRLL CE TIDM STC CLGSSL
LaNTPDase2 T TAGLRLI CE TIDM STC SL SL
LtNTPDase?2 T TAGLRLL CE TIDM STC ISL L
LiNTPDase2 T TAGLRLI CE TIDM STC ISLGSSL
LmxNTPDase2 TAGLRLL CE TIDM STC ISL SL
LpNTPDase2 T LRLL CE TIDM STQ ISLGCSL
LdANTPDase2 T TAGLRLL CE TIDM TC LGSSL

Figura 14: Detalhe parcial do alinhamento das sequéncias das enzimas recombinantes com NTPDases de
tripanossomatideos e de mamiferos evidenciando as ACRs e os aminoacidos referentes as mutacgées. O
alinhamento foi feito no Clustal W no programa MEGA-X. As sequéncias foram editadas no programa Bioedit
7.2.5 para evidenciar as ACRs (blocos sequenciais 1-5). As muta¢des em rNSL-NTPDase2 sdo mostradas em
comparagdo aos aminodcidos presentes na rET-NTPDase2 e na sequéncia da NTPDase2 referéncia
(LbrM.15.0030).

Interessantemente, a mutacao Q99P de NSL-NTPDase?2 se localiza dentro do Dominio
B (Figura 15). O dominio B (R82-Y121) € um dominio antigénico conservado, que ndo inclui
as sequéncias das ACRs, presente na NTPDase2 de L. braziliensis e compartilhado com
NTPDases de plantas e organismos patogé€nicos (PORCINO et al., 2012). Isso pode apontar
para alguma possivel diferenca de antigenicidade entre as duas enzimas, contudo isso ainda

necessita de investigacoes.

LbNTPDase?2 RERFRRIEPGLSSFATDQEGARCSLAGLLRFAERAVPRSY
Ly N - - RFRRTEPGLSSFATDQEGARCSLAGLLRFAERAVEPRSY
A LU P N - - RFRRIEPGLSSFATDPEGAKCSLAGLLRFAERAVPRSY

Figura 15: Alinhamento do dominio B (R82-Y121) da NTPDase2 referéncia e das enzimas recombinantes.
Ap6s alinhamento das sequéncias no programa Clustal W as sequéncias foram editadas no programa Bioedit 7.2.5
para evidenciar a regido do dominio B.

4.4. Predicao de ponto isoelétrico e massa molecular
As sequéncias das enzimas recombinantes foram submetidas a andlise de ponto

isoelétrico e massa molecular na plataforma Expasy. Os resultados mostram que o tamanho
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predito para rET-NTPDase2 foi 45.063 Da e para INSL-NTPDase?2 foi 45.035 Da e ambas com

ponto isoelétrico em 8.48 (Figuras 16 e 17).

Compute pl/Mw

Theoretical pl/Mw (average) for the user-entered sequence:

18
MGSSHHHHHH

78
RERFKRIEPG

130
DQQVLLDAAQ

199
ASTQUVFETK

259
TSPFSCFPRR

310
PSKQHPIYAF

370
YLYSFLTHGL

20 30
SSGLVPRGSH MSPCNSPYSN

80 99
LSSFATDQEG AKQSLAGLLR

149 150
QTLKAFPFQS RGASTVSGAQ

200 219
FTSGEWLPFN YAHQLRTPKR

260 279
HTEHLNGVEL RNGDSTDFDV

320 330
SYFYDRLYHF RSEGFPVYVS

380 399
GLSDDRTLEV PNRIEGIAVS

Theoretical pl/Mw: 8.48 / 45063.08

Figura 16: Predicio de ponto isoelétrico e massa molecular para rET-NTPDase2 na plataforma Expasy.

Compute

pl/Mw

40
VYDIVIDAGS

100
FAEKAVPRSY

160
EGVYGWLTVN

220
TIAMYQHSYL

289
CVNLFREHVI

340
SYKELGREVC

409
WSLGCSLSFV

50 60
TGSRVHVFQY ERSSTGVILL

119 129
QRCTSVTLKA TAGLRLLPEA

170 180
YLLNRLDKEG ATVATIDMGG

230 249
GLGLNEAKKT LMTLFAKVNG

290 300
TKPICRFDAC GARGVPQPPL

350 360
QRESADHTTT PKETTCMELA

LKME

Theoretical pl/Mw (average) for the user-entered sequence:

10
MGSSHHHHHH

70
RERFKRIEPG

130
DQQVL LDAAQ

199
ASTQUVFETK

250
TSPFSCFPRR

318
PSKQHPIYAF

379
YLYSFLTHGL

20 30
SSGLVPRGSH MSPCNSPYSN

8@ 90
LSSFATDPEG AKQSLAGLLR

140 150
QTLKAFPFQS RGASIVSGAQ

200 219
FTSGEWLPFN YAHQLRTPKR

260 279
HTEHLNGVEL RNGDSTDFDV

320 330
SYFYDRLYHF RSEGFPVYVS

389 390
GLSDDRTLEV PNRIEGIAVS

Theoretical pl/Mw: 8.48 / 45035.12

40
VYDIVIDAGS

100
FAEKAVPRSY

160
EGVYGWLTVN

220
TIAMYQHSYL

280
CVNLFREHVI

349
SYKELGREVC

409
WSLGCSLSFV

50 60
TGSRVHVFQY ERSSTGVILL

119 120
QRCTFVTLKA TAGLRLLPEA

170 180
YLLSRLDKEG ATVATIDMGG

230 249
GLGLNEAKKT LMTLFAKVNG

290 300
TKPICRFDAC GARGVPQPPL

350 360
QRESADHTTT PKETACMELA

LKME

Figura 17: Predicio de ponto isoelétrico e massa molecular para rNSL-NTPDase2 na plataforma Expasy.
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4.5. Avaliacao das melhores condicoes de expressao

As construgdes obtidas foram transformadas em células de E. coli BL21(DE3) RIL para
expressdo das proteinas recombinantes.

Nossos resultados mostram que as enzimas foram expressas em todos os tempos
testados (Figura 18A e B), porém ndo foi observada marcacio para tempo de 24 h para rET-
NTPDase2 (Figura 18A). A enzima rET-NTPDase2 apresentou expressdao semelhante nos
tempos de 2 h e 4h de indug¢do, contudo o tempo de 3 h ficou inconclusivo (Figura 18A). Assim
repetimos o teste com o dobro de proteina total (40 pg) e este teste indicou a expressdo da
proteina também em 24 h e confirmou o tempo de 2 h como melhor tempo para continuacao
dos experimentos com esta enzima (Figura 18C). Diferentemente, INSL-NTPDase?2 apresentou
expressao maior no tempo de 4 h de indugdo, que foi escolhido para continuacdo dos
experimentos (Figura 18B).

Com o objetivo de verificar se os fragmentos presentes nas amostras poderiam ser
resultado de alta expressdo, avaliamos a expressdo das enzimas em concentragdes menores de
IPTG (Figura 18D). Nao observamos diminui¢do da presenga dos fragmentos com a redugao
da concentragdo de indutor e, portanto, escolhemos a concentracdo de 0,2 mM de IPTG para
prosseguir com 0s experimentos.

Em seguida as enzimas foram avaliadas quanto a presenca na fragdo soltuvel ou corpos
de inclusdo. As fracdes foram purificadas por cromatografia de afinidade por niquel e analisadas
por SDS-PAGE e western blotting. Os resultados mostram que as proteinas estdo presentes nas
duas fracdes (Figuras 18E). As proteinas da fracdo solivel, apesar de apresentarem marcacao
intensa no western blotting, apresentam bandas fracas no gel de poliacrimlamida, juntamente
com muitos contaminantes, mesmo apds a cromatografia de afinidade (Figura 18E).

Foi possivel observar que as proteinas apresentam padrdes de bandas distintos apds a
purificacdo dos corpos de inclusdo (Figura 18E). Ambas apresentam a banda mais forte de
tamanho predito de 45 KDa, contudo rNSL-NTPDase2 apresenta outras duas bandas de forte
intensidade entre 25 KDa e 37 KDa e entre 20 KDa e 15 KDa no western blotting, enquanto

rET-NTPDase-2 apresenta um padrao mais continuo de fragmentos de tamanhos menores.
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Figura 18: Expressao e purificacio da NTPDase2 recombinante dos isolados ET e NSL. (A) Teste do tempo
de expressdo para rET-NTPDase2, induzida com 0,6 mM de IPTG (B) Teste do tempo de expressdo para rNSL-
NTPDase?2, induzida com 0,6 mM de IPTG (C) Repeticdo do teste do tempo de expressdo para rET-NTPDase?2,
induzida com 0,6 mM de IPTG (D) Teste de concentragdo de IPTG; rET-NTPDase2 acima e rNSL-NTPDase2
abaixo (E) Teste de purificacdo para avaliagdo das proteinas na fragdo solivel e corpo de inclusdo, mostrando rET-
NTPDase2 a esquerda e INSL-NTPDase2 a direita. SDS-PAGE foi feito em gel de poliacrimlamida 10% com
coloragdo por comassie blue. Western blotting com anticorpo monoclonal anti-polyHistidine na dilui¢do 1:1000 e
anticorpo policlonal anti-mouse IgG, acoplado a peroxidase na dilui¢do de 1:10.000. M: Marcador Precision Plus
Protein Standads Dual Color BIO-RAD (1610374) ou Unstained Protein Molecular Weight Marker (26610)
Thermo Scientific.

4.6. Teste de purificacao da NTPDase2 de ET a partir da fracao solivel

Uma vez que a ideia inicial do projeto consistia na avaliagdo comparativa da atividade
enzimadtica entre as variantes, era importante que ambas enzimas fossem obtidas a partir da
mesma fracdo e purificadas da mesma forma, a fim de evitar que as diferentes condi¢des de
dobramento e purificacdo influenciassem nos resultados obtidos. Assim, iniciamos os testes
com a NTPDase2 de ET e ndo conseguimos resultados satisfatérios. Os topicos abaixo mostram

os resultados obtidos.

4.6.1. Purificacio da rET-NTPDase2 por cromatografia de afinidade e
eluicao em steps

Como observamos que a proteina € expressa na fracdo solivel e se liga na coluna,
inicialmente tentamos a purificagdo por cromatografia de afinidade, imaginando que a adi¢do

de diferentes concentracdes de tampao B fosse capaz de eliminar os contaminantes. Contudo,
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0 que observamos foi a dilui¢do da proteina de interesse que saiu em diferentes fragdes na
presenga persistente de contaminantes. A figura 19 mostra os géis de algumas fra¢des obtidas
na purificacdo. No SDS-PAGE observamos a presen¢a de uma banda na altura esperada, que é
eluida a partir da aliquota 24 até a aliquota 50 (20% e 80% B) (Figuras 19 e 20). Contudo em

todas as fracdes em que a proteina de interesse foi eluida havia a presenca de contaminantes.

Figura 19: SDS-PAGE da purificacio em steps da rET-NTPDase2 a partir da fracio soliivel. Avaliacdo das
aliquotas 21 a 34 em gel de poliacrilamida 10% e coloragdo com comassie blue. As setas indicam a altura esperada
e o aparecimento de uma banda na altura de interesse a partir da aliquota 24.

30%B 40%B 80%B 100%B

M 35 36 37 38 39 40 41 50 51 52 53 56 57 58

Figura 20: SDS-PAGE da purificacio em steps da rET-NTPDase2 a partir da fracio solavel. Avaliacdo das
aliquotas 35 a 41, 50 a 53, 56 a 58 em gel de poliacrilamida 10% e colora¢do com comassie blue. M: S: amostra
de solubilizado de rET-NTPDase2 eluido a partir da coluna de niquel apenas com 100% B.
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Para confirmar que as bandas observadas no gel correspondem a proteina recombinante,
selecionamos amostras do inicio da purificacdo, intermedidrias e finais para andlise por SDS-

PAGE e western blotting (Figuras 21 e 22).

A B
M S VNL Aliquotas MS Aliquotas
75 KDa -
75 KDa - 50 KDa -
37 KDa -
50 KDa -
37 KDa -

Figura 21: SDS-PAGE da purificacdo em steps da rET-NTPDase2 a partir da fracio solivel. SDS-PAGE e
coloragdo com comassie blue. (A) aliquotas: 7 a 12 (10%B) e 13 a 18 (15%B). (B) aliquotas: 19 a 22 (20%B), 25
(25%B) 30 (25%B), 31 e 36 (30%B), 37 e 42 (40%B), 48 (60%B), 54 (80%B), 60 (100%B). M: Marcador Precision
Plus Protein Standards Unstained BIO-RAD (1610363); S: amostra de solubilizado de rET-NTPDase?2 eluido a partir
da coluna de niquel apenas com 100% B; VNL: volume ndo ligado.

Alil Ali

M S VNL iquotas M S iquotas
75 KDa -

75 KDa - 50 KDa -

50 KDa - 3 KDa-

37 KDa -

Figura 22: Western blotting da purificacio em steps da rET-NTPDase2 a partir da fracio solivel. Anti-His
tag foi utilizado como anticorpo primdrio (SIGMA - H1029), na dilui¢do de 1:7000 e anti-mouse conjugado com
HRP, como anticorpo secundédrio (SIGMA - A9044), na dilui¢do de 1:10.000. A revelagdo foi feita utilizando 3,
3’ diaminobenzidine (SIGMA-D8001) e peréxido de hidrogénio. (A) aliquotas: 7 a 12 (10%B) e 13 a 18 (15%B).
(B) aliquotas: 19 a 22 (20%B), 25 (25%B) 30 (25%B), 31 e 36 (30%B), 37 e 42 (40%B), 48 (60%B), 54 (80%B),
60 (100%B). M: Marcador Precision Plus Protein Standads Dual Color BIO-RAD (1610374); S: amostra de
solubilizado de rET-NTPDase2 eluido a partir da coluna de niquel apenas com 100% B; VNL: volume ndo ligado.
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Os resultados confirmam que a proteina recombinante estd presente nas amostras, nao
elui nas concentracdes de 10 e 15% B e comeca a eluir da coluna e a aparecer fracamente no
western blotting a partir da concentragido 20%B.

A marcacdo no volume ndo ligado indica que parte da proteina ndo se ligou a coluna e
pode indicar dificuldade de exposi¢do da cauda de histidina quando a proteina estd na

conformagdo nativa.

4.6.2. Teste de precipitacio com sulfato de amoénio

Como ndo conseguimos obter a proteina pura por meio da cromatografia de afinidade,
avaliamos a possibilidade de obtencao a partir da precipitagdo com sulfato de amonio.

Esperdvamos que a proteina pudesse permanecer no sobrenadante com a menor
quantidade de contaminantes possivel. Contudo, nossos resultados mostram que ndo foi
possivel obter a proteina pura em uma concentracao de sulfato de amonio especifica (Figura
23). O SDS-PAGE mostra a persisténcia de contaminantes de massa molecular maior em todas
as fragdes e em maior concentragdo do que a proteina de interesse (Figura 23A). Bandas no
western blotting mostram que ela estd presente em pequena quantidade e com precipitacdo em

todas as concentragdes testadas (Figura 23B).
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Figura 23: Precipitacio da rETNTPDase2 a partir da fracio soliivel parcialmente purificada. (A) SDS-
PAGE corado com comassie blue (B) western blotting utilizando anticorpo monoclonal anti-His tag como
anticorpo primdrio e anticorpo policlonal anti-mouse IgG, conjugado com HRP, como anticorpo secundario. M:
Precision Plus Protein Standards Unstained BIO-RAD (1610363) e Precision Plus Protein Standads Dual Color
BIO-RAD (1610374); S: sobrenadantes; P: precipitado.

Devido as dificuldades encontradas com a expressao da proteina soltivel que apesar de

existir foi muito insipiente, optamos por avaliar a possibilidade de purificacdo e renaturacdo da
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proteina a partir dos corpos de inclusdo, uma vez que nossos resultados preliminares (topico
4.5), demonstraram sua presenca nesta fracdo e a capacidade de interacdo da proteina com a

coluna de niquel.

4.7. Expressao da NTPDase2 dos isolados ET e NSL, purificacdo das proteinas a
partir dos corpos de inclusido e renaturaciao

A literatura mostra que proteinas recombinantes foram obtidas a partir dos corpos de
inclusdo e renaturadas com sucesso para andlise da atividade enzimdtica (FIETTO et al., 2004;
IVANENKOV; MURPHY-PIEDMONTE; KIRLEY, 2003; MARIOTINI-MOURA et al.,
2014; MURPHY-PIEDMONTE; CRAWFORD; KIRLEY, 2005; SANTOS et al., 2009;
VASCONCELLOS et al., 2014). Adicionalmente, haviamos observado que as proteinas vindas
dos corpos de inclusao se ligaram na coluna de niquel, em nossos testes preliminares (Tépico
4.5). Assim, realizamos testes a fim de verificar se as enzimas recombinantes em estudo,
poderiam ser renaturadas e suas atividades detectadas.

Os topicos abaixo sumarizam os testes de purificagdo das proteinas a partir dos corpos

de inclusio.

4.7.1. Teste de solubilizacdo com Ureia

A solubilizacio de proteinas a partir de corpos de inclusdo requer altas concentracdes
de agentes desnaturantes como ureia 6 a 8M ou cloreto de guanidina 6M (RUDOLPH; LILIE,
1996). A NTPDase2 recombinante de L. infantum chagasi foi caracterizada por nosso grupo de
pesquisa e sua obtencdo a partir de corpos de inclusdo utilizou tampao contendo 8M de ureia
(VASCONCELLOS et al., 2014).

Assim, testamos a solubilizacdo dos corpos de inclusdo utilizando tampdes com
diferentes concentracdes de ureia. Nossos resultados mostram que ambas as proteinas
apresentaram maior quantidade de proteina solubilizada na concentracdo de 8M. A figura 24
mostra 0 SDS-PAGE e colora¢cdo com comassie blue (Figura 24A) e o western blotting (Figura

24B), utilizando anti-His tag como anticorpo primdrio.
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Figura 24: Teste de solubilizacao com ureia. (A) SDS-PAGE e colora¢do com comassie blue. M: Precision Plus
Protein Standards Unstained BIO-RAD (1610363); 2M, 4M, 6M, 8M: concentra¢des de ureia utilizadas para
solubilizacdo; ET: rET-NTPDase2; NSL: rNSL-NTPDase2 (B) western blotting utilizando anti-His tag como
anticorpo primdrio (SIGMA - H1029), na dilui¢cdo de 1:5000 e anti-mouse conjugado com HRP, como anticorpo
secunddrio (SIGMA - A9044), na dilui¢ao de 1:10.000. A revelacdo foi feita utilizando 3, 3’ diaminobenzidine
(SIGMA-D8001) e peroxido de hidrogénio. M: Precision Plus Protein Standads Dual Color BIO-RAD (1610374);
2M, 4M, 6M, 8M: concentracdes de ureia utilizadas para solubilizacdo; ET: rET-NTPDase2; NSL: rNSL-
NTPDase?2.

4.7.2. Testes de pré-purificacao

Com o objetivo de avaliar se a adi¢do de agentes desnaturantes ao tampao de lavagem
(ureia e B-mercaptoetanol), levariam a uma maior pureza do solubilizado na pré-purificacao,
foram feitos testes com 4 tampdes: Tampao 1 (50 mM Tris; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol);
Tampao 2 (50 mM Tris; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol; 2M Ureia); Tampao 3 (50 mM Tris;
300 mM NaCl; 10 mM Imidazol; 2M Ureia; 10mM B-mercaptoetanol) e Tampao 3 (50 mM
Tris; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol; 10mM B-mercaptoetanol). As fracdes obtidas foram
analisadas por SDS-PAGE como mostra a Figura 25. Nossos resultados mostram que ndo houve
diferencas significativas na pureza do solubilizado, com exce¢do de uma aparente e leve
melhora com a utiliza¢do do tampao 3 (Figura 25C), contudo o uso deste tampao também levou
a uma aparente menor quantidade de proteina obtida apds a purificagdo. Assim, optamos por
utilizar o tampao 1 durante o processamento da indugdo para evitar perdas da proteina na

purificacdo.



57

ML L1L2 S P

M Li LI L2 S P ViVv2 V3 V4 M Li L1 L2 S P Pl P2 P3 P4

50 KDa -
37 KDa -

50 KDa -
37 KDa -

Figura 25: Testes de pré-purificacio. (A) Teste com tampao 1 (50 mM Tris; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol)
(B) Teste com tampao 2 (50 mM Tris; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol; 2M Ureia) (C) Teste com tampao 3 (50
mM Tris; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol; 2M Ureia; 10mM B-mercaptoetanol) (D) Teste com tampéo 4 (50 mM
Tris; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol; 10mM B-mercaptoetanol). Apds a linha em cinza estdo comparados os
volumes nio ligados de cada purificagdo indicados como V1, V2, V3 e V4 (C) ou as amostras purificadas apds
cada teste, indicadas como P1, P2, P3 e P4 (D). M: Marcador Precision Plus Protein Standards Unstained BIO-
RAD (1610363); Li: lisado; L1: lavagem 1; L2: lavagem 2; S: solubilizacdo; P: amostra purificada.

4.7.3. Testes de purificacao

Também reavaliamos se a lavagem com 2M de ureia durante a pré-purificacio, levaria
a perda das proteinas de interesse. Aliquotas da lavagem foram analisadas por SDS-PAGE e
western blotting e estdo descritas na Figura 26 como LAV. O solubilizado em tampao contendo
8M de ureia (descrito como S) foi purificado por cromatografia de afinidade e durante o
processo foram feitas lavagens 10% B e 20% B (descritas na figura como 10% e 20%) para
avaliar se a adi¢@o destas porcentagens de tampdo B levaria a remocdo de contaminantes sem
levar a eluicdo das proteinas de interesse (Figura 26).

Nossos resultados mostram que, para rET-NTPDase2, as lavagens com 10% e 20% B
durante a purificagdo ndo levaram a perda considerdvel de proteina (Figura 26A), como
confirmado pelas marcagdes fracas no western blotting (Figura 26B). Assim, estes steps podem
ser realizados para remocao de contaminantes sem perda da proteina.

Foi observada uma perda maior de proteina na lavagem feita durante a pré-purificacao
utilizando tampao com 2M de ureia (Figura 26A e B, indicado como LAV). Assim, optamos
por ndo fazer esta lavagem para evitar perdas da proteina e realizar a lavagem durante a

purificacdo em FPLC utilizando steps com porcentagem de 10% de tampao B.
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Figura 26: Teste de purificacio rET-NTPDase2. (A) SDS-PAGE corado com comassie blue. M: amostra de
solubilizado de rET-NTPDase2 eluido a partir da coluna de niquel apenas com 100% B, usado para comparar o
tamanho da banda de interesse; LAV: lavagem com tampao 2M de ureia na pré-purificacdo; S: solubilizacio dos
corpos de inclusio em tampdo com 8M de ureia; VNL: volume ndo ligado da purificagdo; 10% e 20%:
porcentagens de tampdo B usadas para lavagem durante a purificagdo; E: Eluicdo (B) western blotting utilizando
anti-His tag como anticorpo primario (SIGMA - H1029), na dilui¢do de 1:7000 e anti-mouse conjugado com HRP,
como anticorpo secunddrio (SIGMA - A9044), na dilui¢do de 1:10.000. A revelagdo foi feita utilizando 3, 3’
diaminobenzidine (SIGMA-D8001) e perdxido de hidrogénio. M: amostra de solubilizado de rET-NTPDase2
eluido a partir da coluna de niquel apenas com 100% B usado para comparar o tamanho da banda de interesse;
LAV: lavagem com tampdo 2M de ureia na pré-purificagdo; S: solubilizacdo dos corpos de inclusdo em tampao
com 8M de ureia; VNL: volume nio ligado da purificacido; 10% e 20%: porcentagens de tampao B usadas para
lavagem durante a purificagdo; E: Eluicao.

Para INSL-NTPDase2 foram obtidos resultados parecidos (Figura 27). Parte da proteina
sai na lavagem com 2M de ureia na pré-purificacdo e uma marcacao fraca é observada no
western blotting para a lavagem com 10% B na purificagdo por afinidade (Figura 27B). Neste

teste ndo avaliamos a lavagem com 20% B.
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Figura 27: Teste de purificacio rNSL-NTPDase2. (A) SDS-PAGE corado com comassie blue. M: amostra de
solubilizado de rET-NTPDase?2 eluido a partir da coluna de niquel apenas com 100% B, usado para comparar o
tamanho da banda de interesse; LAV: lavagem com tampdo 2M de ureia na pré-purificac@o; S: solubilizacido dos
corpos de inclusdo em tampao com 8M de ureia; VNL: volume ndo ligado da purificagdo; 10%: porcentagem de
tampao B usada para lavagem durante a purificac¢do; E: Eluicdo (B) western blotting utilizando anti-His tag como
anticorpo primdrio (SIGMA - H1029), na dilui¢do de 1:7000 e anti-mouse conjugado com HRP, como anticorpo
secundario (SIGMA - A9044), na dilui¢ao de 1:10.000. A revelagdo foi feita utilizando 3, 3° diaminobenzidine
(SIGMA-D8001) e perdxido de hidrogénio. M: amostra de solubilizado de rET-NTPDase2 eluido a partir da
coluna de niquel apenas com 100% B, usado para comparar o tamanho da banda de interesse; LAV: lavagem com
tampdo 2M de ureia na pré-purificagcdo; S: solubilizagdo dos corpos de inclusdo em tampido com 8M de ureia;
VNL: volume nao ligado da purificacdo; 10%: porcentagen de tampao B usada para lavagem durante a purificacio;
E: Eluigdo.

4.7.4. Purificacao das proteinas utilizando a coluna HisTrap FF crude 5 mL

Neste ponto da pesquisa, haviamos decidido continuar os testes apenas com a proteina
do isolado ET, uma vez que a proteina de NSL estava apresentando resultados muito
divergentes de atividade nos testes preliminares. Hipotetizamos que variacdes na quantidade da
banda menor, caracteristica desta variante, estava influenciando estes resultados, contudo isso
ainda precisa de avaliacio. E necessdrio que a banda de 45 KDa seja isolada para uma
comparagdo mais apurada da atividade. Assim, decidimos continuar os testes com a proteina
do isolado ET que apresentava resultados de atividade mais consistentes.

Seria dispendioso manter a purificacdo de 1,6 L de inducao na coluna de 20 mL, assim
testamos a purificagdo utilizando a coluna de SmL para purificar o correspondente a 800 mL de
indu¢do. Contudo, observamos que a purificacio nesta coluna, mesmo na presenc¢a de um passo

de lavagem de 10% B apresentava contaminantes (Figura 28).
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Figura 28: Teste de purificacio rET-NTPDase2 na coluna de SmL. (A) Cromatografia de afinidade ao niquel
usando FPLC no sistema Akta Purifier (GE). O eixo X mostra os volumes de amostra e tampao. O eixo Y mostra
a deteccao de proteina por absorbancia A280 (B) SDS-PAGE corado com comassie blue. VNL: volume nao ligado
da purificagdo; 10%: porcentagem de tampdo B usada para lavagem durante a purificacdo. Aliquotas 1 a 10:
aliquotas eluidas com 100% B.

Imaginamos que o volume de amostra poderia influenciar nestes resultados, uma vez
que durante a lavagem com tampao A foi eluido um pico, o que indica a lavagem de grande
quantidade de proteinas que interagiam fracamente com a coluna. Assim, reduzimos a
quantidade de amostra solubilizada a ser aplicada na coluna. Além disso, optamos por aplicar
a amostra em dois momentos, intercalados com lavagens com tampao A, por até UV=0 ou 20
a 30 min e 10% B por 20 min. Uma vez que, nos testes anteriores, observamos que a lavagem
com 20% B ndo leva a perda significativa de proteina, foi feito um passo de lavagem adicional
com 20% B por 20 min antes da elui¢do. Como resultado, observamos melhora na amostra

purificada e remoc¢do dos contaminantes (Figura 29).
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Figura 29: Teste de purificacio rET-NTPDase2 na coluna de SmL. (A) Cromatografia de afinidade ao niquel
usando FPLC no sistema Akta Purifier (GE). O eixo X mostra os volumes de amostra e tampao. O eixo Y mostra
a deteccdo de proteina por absorbincia A280 (B) Coloracdo por Comassie do SDS-PAGE em gel de
poliacrimlamida 10% e Western Blotting (WB), usando anticorpo primdrio anti-polihistidina e anticorpo
secunddrio conjugado com HRP. As setas indicam a banda predita de 45 KDa. M- Marcador Precision Plus Protein
™ Unstained Protein Standards #1610363 (BIO-RAD) e Spectra ™ Multicolor Broad Range Protein Ladder
#26634 (Thermo Scientific), E-Eluicao.

4.8. Renaturacao da NTPDase2 dos isolados ET e NSL

ApOs purificagdo por cromatografia de afinidade ao niquel o desafio seria obter uma
condi¢do na qual as enzimas pudessem se dobrar na conformagao nativa. Portanto, realizamos
testes a fim de avaliar a possibilidade de renaturacdo das proteinas recombinantes.

Inicialmente as amostras foram diluidas em tampao 1 (50 mM de Tris, 50 mM de
HEPES, 2,7 mM de MgCl2, 2 mM de CaCl2, 116 mM de NaCl, 5,4 mM de KCl e 2,5 mM),
em tampao II (50 mM de Tris e 116 mM de NaCl) ou tampao III (50 mM de Trise 116 mM de
NaCl, ImM GSSG e 1mM GSH), armazenadas a 4°C por 5 dias, contudo houve precipitacado e
nao foi possivel avaliar a atividade (Tabela 1).

Assim, testamos o tampao IV, o mesmo utilizado para renaturacdo da rLicNTPDase2
contendo 100 mM Tris, 600 mM de NaCl, ImM de GSSG, 1 mM de GSH, 33% de glicerol
(VASCONCELLOS et al., 2014) (Tabela 1). A atividade foi avaliada ap6s 48hs de renaturacdo
(Figura 30).
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Tabela 1: Tampdes testados para renaturacio das proteinas recombinantes. A tabela mostra os

tampdes testados, bem como os fatores de diluic@o e os resultados qualitativos observados.

Tampao Diluicao Atividade

Tampao I: 50 mM de Tris, 50 mM 20 vezes Precipitou
de HEPES, 2,7 mM de MgCl2, 2
mM de CaCl2, 116 mM de NaCl, 5,4

mM de KCl e 2,5 mM
Tampao II: 50 mM de Trise 116 20 vezes Precipitou
mM de NaCl
Tampao III: 50 mM de Tris, 116 20 vezes Precipitou
mM de NaCl, ImM GSSG e 2 mM
GSH
Tampao IV: 100 mM Tris, 600 mM 20 vezes Sim

de NaCl, 1mM de GSSG, 2 mM de
GSH, 33% de glicerol.

nmol Pi/10 min. ug!

Figura 30: Teste de atividade pos renaturacdo. Atividade ADPdsica foi avaliada pelo método do verde
malaquita, utilizando 2,5mM de substrato e tampao contendo Tris 50 mM, HEPES 50 mM, MgCl, 2.7 mM, CaCl,
2 mM, NaCl 116 mM e KC1 5.4 mM, pH 7.5, em 10 minutos de reacdo.
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4.9. Atividade enzimatica

A proxima etapa do trabalho foi caracterizar bioquimicamente as enzimas
recombinantes. Iniciamos a caracterizacdo utilizando ADP como substrato por este ser um
nucleotideo amplamente utilizado pelas ENTPDases.

Os testes de atividade enzimdtica para rET-NTPDase2 mostraram resultados mais
consistentes e sao discutidos no capitulo 2 desta tese. Nesta se¢cdo, nos limitaremos a mostrar o
teste preliminar de temperatura e substrato para rNSL-NTPDase2. A titulo de comparagdo
adicionamos os resultados para os mesmos testes realizados com a enzima rET-NTPDase?2.

Nao observamos diferenca significativa para as atividades avaliadas em diferentes
temperaturas (Figura 30A e B). No teste de preferéncia pelo substrato (Tabela 2, Figura 30C),
nossos resultados mostram que ambas enzimas demonstraram baixa atividade para os
nucleotideos trifosfatados testados, o que indica que elas sdo mais NDPases do que NTPases.
Foi observada maior hidrélise dos nucleotideos UDP (4936 nmolPi/ min/ mg e 3871 nmolPi/
min/ mg) e GDP (4296 nmolPi/ min/ mg e 4185 nmolPi/ min/ mg), seguida pela hidrélise de
ADP (1829 nmolPi/ min/ mg e 1262 nmolPi/ min/ mg), para rET-NTPDase2 e rNSL-
NTPDase2, respectivamente (Tabela 2). A ordem de atividade para os diferentes substratos para
rET-NTPDase2 foi UDP>GDP>ADP>ATP=UTP e para rNSL-NTPDase2
GDP=UDP>ADP=ATP=UTP.

Quando comparamos a hidrélise de ATP, observamos diferenca estatistica significativa.
Esta diferenga pode levar a maior hidrélise geral de ATP e ADP e maior produ¢dao de AMP por
NSL, o que poderia levar a maior produgdo de adenosina. Nao observamos diferencas
significativas para a hidrélise dos demais substratos, contudo, analisando a taxa de hidrélise
NTP:NDP, nossos resultados sugerem que rNSL-NTPDase2 possua maior habilidade em
hidrolisar nucleotideos trifosfatados do que rET-NTPDase2 (Tabela 3).



64

Tabela 2: Atividade nucleotidasica para hidrolise de substrato. Atividade de hidrdlise foi avaliada pelo método

do verde malaquita a 37°C, pH 7,5 na presenca de 5 mM de MgCl, como cofator. A média dos valores de hidrélise

sdo expressos em nmol Pi/min.mg"!. Os valores em parénteses representam o desvio padrdo de trés ou mais

experimentos independentes.

Substrato rET-NTPDase2 rNSL-NTPDase2
(nmol Pi/ min.mg™") (nmol Pi/ min.mg™")
ATP 132.19 (+ 56.28) 377.05 (+ 163.86)
ADP 1829.86 (+203.45) 1262.95 (£ 529.74)
GDP 4296.29 (+ 152.39) 4185.17 (£ 911.91)
UTP 80.91 (£ 90.49) 261.28 (£ 64.31)
UDP 4936.46 (+ 212.30) 3871.17 (£ 1133.088)
A 1500 1500
n'é* 1000 I ‘E' 1000 I
0 F: 7 ¢ Y > 0
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
C
6000
mmm ET-NTPDase2 600,
FNSL-NTPDase2 b
—'E.‘ 4000 4 'E, 00,
o o P 2
& & & s & « &

Substrato

Figura 30: Testes de temperatura e para hidrolise de diferentes substratos. Teste de sensibilidade a
temperatura para hidrdlise de 2,5 mM ADP para (A) rET-NTPDase-2 e (B) INSL-NTPDase-2, respectivamente,
utilizando MgCI2 2,7 mM e CaCI2 2 mM como cofatores, no tempo de 10 minutos, pH 7,5. (C) Teste de
preferéncia de substrato utilizando 2,5 mM de ATP, ADP, GDP, UTP e UDP, MgCI2 5 mM, pH 7,5 no tempo de
10 minutos (D) Comparagdo da atividade ATPésica. ANOVA foi utilizada como andlise estatistica e as barras
representam média+ desvio padrdo de trés ou mais experimentos independentes. Diferencas significativas estao

indicadas com asterisco (p< 0,05).
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Tabela 3: Taxa NTP: NDP e NDP: NTP para os nucleotideos de uridina e adenina.

Substrato rET-NTPDase2 rNSL-NTPDase2
NTP: NDP

ATP: ADP 0,072 0,298

UTP: UDP 0,016 0,067

Nossos resultados sugerem que essas enzimas possam apresentar diferencgas cataliticas,
refor¢ando a ideia de que as mutagdes possam alterar a capacidade de ligacao dos substratos,
como haviamos sugerido apds andlise das mutagdes na estrutura (TORRES, 2017). Além disso,
observamos que rNSL-NTPDase2 apresenta uma tendéncia de sensibilidade a temperatura,
contudo ndo observamos diferencas estatisticas significativas.

Novos testes devem ser realizados a fim de confirmar as caracteristicas de hidrolise da
enzima de NSL, uma vez que ela foi testada nas mesmas condic¢des estabelecidas para a enzima
de ET, porém com menor nimero de repeti¢cdes experimentais, sendo necessaria uma avaliagao

mais apurada de sua atividade.
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5. DISCUSSAO

A descoberta de variantes para ENTPDase-2 em isolados de L. (V.) braziliensis levantou
a hipétese de que algumas mutacdes pontuais poderiam explicar diferencas de atividade
ectonucleotidasica e suas correlacdes com a viruléncia (LEITE et al., 2012).

Em nossos estudos no Mestrado haviamos identificado variantes enzimdticas em L.
braziliensis, confirmando resultados prévios descritos na literatura (LEITE et al., 2012). O
1solado NSL, que apresenta maior hidrélise de nucleotideos extracelulares de adenosina, possui
duas variantes, uma delas com mutacdes nao-silenciosas e o isolado ET possui apenas a
sequéncia nao mutada. Assim, NSL teria a capacidade de produzir duas isoenzimas NTPDase
e ET somente uma (LEITE et al., 2012; TORRES, 2017).

A existéncia de duas variantes para NTPDase com diferentes atividades
ectonucleotidasicas havia sido observada em estudo com 7. gondii. Este trabalho identificou
duas variantes de NTPDase denominadas NTPDase 1 e 3, com alta identidade (97%) e mesmo
nimero de aminodcidos, que exibem diferencas significativas na hidrélise de ATP e ADP. A
variante com menor hidrélise de ATP (NTPDase 1) € encontrada nas cepas virulenta e ndo
virulenta enquanto a forma com maior hidrélise (NTPDase 3) apenas na virulenta (KRUG et
al., 2012).

Diferencas no posicionamento da base de adenina s@o responsdveis pelas diferencas
cataliticas entre as NTPDases de 7. gondii. Foi demonstrado que a Arg*? e Glu*** na regidio de
ligacdo a base de adenina na TgNTPDasel sdo substituidas por glicinas na TgNTPDase3
(KRUG et al., 2013).

Andlise da estrutura 3D das enzimas dos isolados ET e NSL, mostra que Q99P, S126F
e N185S estdo na superficie da enzima. A mutagdo T376A se localiza internamente, proxima a
regido de ligacdo a base do nucleotideo, local com maior possibilidade de intera¢cdo com o
substrato (TORRES, 2017).

Iniciamos estudos para expressar as proteinas recombinantes, contudo apds
subclonagem das sequéncias no vetor de expressdao pET21b, ndo haviamos conseguido observar
expressao (TORRES, 2017). Assim, otimizamos as sequéncias para expressao em E. coli e
obtivemos comercialmente as construgdes no vetor pET28a, alvos de experimentacdo no
Doutorado e descritos nesta tese.

Utilizamos a sequéncia referéncia para NTPDase2 de L. braziliensis (LbrM.15.0030)
disponivel no TriTrypDB para predi¢cdo de peptideo sinal e regido transmembrana. Nossos
resultados indicam uma alta probabilidade de que a sequéncia ndo possua peptideo sinal e de

uma unica regido transmembrana na por¢do N-terminal. Diferentemente, NTPDase2 de
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Leishmania infantum (VASCONCELLOS et al., 2014), NTPDasel de T. cruzi (MARIOTINI-
MOURA et al., 2014) e NTPDase 5 e 6 humanas, filogeneticamente relacionadas as NTPDases
de tripanossomatideos, apresentam peptideo sinal em suas sequéncias (IVANENKOV;
MURPHY-PIEDMONTE; KIRLEY, 2003; MURPHY-PIEDMONTE; CRAWFORD;
KIRLEY, 2005).

Uma vez que a superexpressao de proteinas transmembrana em E. coli leva a formagao
de agregados insoliveis no citoplasma (KAUR; KUMAR; KAUR, 2018), optamos por
expressar apenas o ectodominio, uma estratégia utilizada para expressao de outras NTPDases
(IVANENKOV; MURPHY-PIEDMONTE; KIRLEY, 2003; MURPHY-PIEDMONTE;
CRAWFORD; KIRLEY, 2005; VASCONCELLOS et al., 2014).

As construcdes foram desenhadas no programa Geneious 6.0.6 e a andlise do
sequenciamento, apds traducdo das sequéncias sintetizadas, mostrou a identidade das
sequéncias de aminodcidos em relacdo a sequéncia referéncia e confirmou a presenca das
mutagcOes em rINSL-NTPDase?2.

O alinhamento da sequéncia de aminodcidos das enzimas recombinantes com outras
NTPDases evidencia que as enzimas dos isolados ET e NSL possuem as 5 regides conservadas
de apirase (ACRs), presentes em outras NTPDases. A enzima rET-NTPDase possui sequéncia
idéntica a sequéncia referéncia (LbrM.15.0030) enquanto iINSL-NTPDase-2 possui 4 mutagdes
que ndo estdo presentes dentro de ACRs.

Uma regido conservada denominada Dominio B (R82-Y121) é um dominio antigénico
conservado, compartilhado entre apirase de batata e organismos patogé€nicos, que nao inclui as
sequéncias das ACRs (PORCINO et al., 2012).

O dominio B tem sido alvo de estudos, que demonstram sua importancia na geracao de
uma resposta antigénica (DETONI et al., 2013; PORCINO et al., 2012). Anticorpos policlonais
produzidos a partir de peptideos sintéticos (LbB1LJ e LbB2LJ) relativos ao Dominio B da
LbNTPDase2, foram capazes de reconhecer a proteina e reduzir sua atividade. Além disso,
esses anticorpos reduziram a proliferacdo do parasito em ensaios in vitro, apontando para a
importancia desta enzima na infeccdo por L. braziliensis (PORCINO et al., 2012).
Adicionalmente, anticorpos anti r-potDomainB e anti LbB1LJ e LbB2LJ identificaram banda
de 58-63 kDa e 48 KDa em preparados totais, membrana, fracdo microssomal e flagelar de
promastigotas de L. amazonenses (DETONI et al., 2013). Em modelo murino, apds a infec¢ao
por L. amazonenses, os anticorpos produzidos foram capazes de reconhecer os peptideos
pertencentes a0 Dominio B. Além disso, os autores observaram a producdo de diferentes

subtipos de IgG nos estdgios iniciais e finais da infec¢do, sugerindo que este dominio seja capaz
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de participar em diferentes respostas, contribuindo com imunomodulagdo e mecanismos que
que medeiam susceptibilidade ou resisténcia a infeccdo (DETONI et al., 2013).

Ainda ndo é completamente compreendido como a interagao parasita-hospedeiro pode
contribuir para a geracdo das diferentes repostas imunoldgicas e quadros clinicos na
leishmaniose tegumentar. E plausivel sugerir que a presenca de mutacdes em proteinas que
atuam como fatores de viruléncia em Leishmania possam influenciar no reconhecimento e
resposta pelo sistema imune.

Nossos resultados mostram que a mutagdo na posi¢ao Q99P na enzima do isolado NSL
se localiza dentro do Dominio B. E importante avaliar se esta mutagdo pode levar a diferencas
de resposta antigénica. Além disso, uma vez que esta regido € alvo de reconhecimento por
anticorpos, a presenca de outras mutagdes nesta regido em outros isolados pode apontar para
diferencas na resposta imune e merece uma investigacao aprofundada.

As sequéncias das enzimas recombinantes foram submetidas a andlise de ponto
isoelétrico e massa molecular na plataforma Expasy. Os resultados mostram que o tamanho
predito para rET-NTPDase?2 foi 45.063 KDa e para INSL-NTPDase?2 foi 45.035 KDa e ambas
com ponto isoelétrico em 8.48. Apds expressdo em E. coli e purifica¢do, o western blotting com
anticorpo anti-His tag confirmou a presenca das proteinas com marcacao de bandas de tamanho
predito de 45 KDa.

A literatura reporta a existéncia de bandas de 48 KDa e 43 KDa para LbNTPDase2 em
estudos com a enzima nativa (PORCINO et al., 2012; REZENDE-SOARES et al., 2010).
Quando purificamos as proteinas, observamos a presenca de trés bandas mais marcadas em
rNSL-NTPDase2, uma de tamanho similar ao esperado para o ectodominio (45KDa) e outras
duas entre 25 KDa e 37 KDa e 20 KDa e 15 KDa, tamanhos menores ao esperado (40 KDa).
Diferentemente, rET-NTPDase2 apresentou a banda predita (45 KDa) e um padrdo mais
continuo de bandas de tamanhos menores.

A banda de 43 KDa havia sido sugerida como resultante de processamento proteolitico
p6s-traducional no parasito (PORCINO et al., 2012). Interessantemente, em L. amazonenses, a
identificacdo da isoforma menor por anticorpos policlonais, produzidos contra 0 Dominio B,
levou ao reconhecimento de uma banda de 58—63 KDa e uma banda adicional de 48 KDa
(DETONI et al., 2013).

Posteriormente, realizamos testes objetivando a purificacdo da rET-NTPDase?2 a partir
da fracdo soldvel, mas sem sucesso. Na purificagdo por cromatografia de afinidade utilizando

steps de tampdo de B, a proteina de interesse eluiu em diferentes fracdes com a presenga de
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contaminantes e a precipitacao com sulfato de amonio levou a precipitacio da proteina em todas
as porcentagens testadas.

Antes de prosseguir para andlise da expressdo em outros sistemas, decidimos avaliar a
possibilidade de obter a proteina a partir dos corpos de inclusdo, uma vez que outras que
proteinas recombinantes foram obtidas a partir desta fracdo e renaturadas com sucesso para
analise da atividade enzimatica IVANENKOV; MURPHY-PIEDMONTE; KIRLEY, 2003;
MURPHY-PIEDMONTE; CRAWFORD; KIRLEY, 2005; VASCONCELLOS et al., 2014).
Adicionalmente, haviamos observado que as proteinas obtidas a partir dos corpos de inclusio
foram capazes de se ligar a coluna de afinidade em nossos testes preliminares.

Nos testes de pré-purificacdo nossos resultados mostram que as proteinas sdo melhor
solubilizadas em tampdo contendo 8M de ureia e a adi¢cdo de agentes desnaturantes nas
lavagens, ndo levou a diferencgas significativas na pureza do solubilizado, mas a uma possivel
perda da proteina durante o processo, pois foi observado um aparente menor rendimento apés
a purificacdo. Apds alguns testes verificamos que a lavagem durante a purificacdo com steps
de 10% e 20% B eram uma melhor alternativa.

Um desafio em trabalhar com proteinas de corpos de inclusdo € a renaturagdo para
condi¢cdes de dobramento nativas. Para esse fim sdo comumente utilizados aditivos que
permitem a estabilizacdo proteica (ALIBOLANDI; MIRZAHOSEINTI, 2011).

A presenga de sais auxilia na estabilizagdo de interacdes eletrostaticas (ALIBOLANDI;
MIRZAHOSEINI, 2011). Inicialmente testamos a renaturacao em tampao 50 mM de Tris, 50
mM de HEPES, 2,7 mM de MgCl2, 2 mM de CaCl2, 116 mM de NaCl, 5,4 mM de KCl e 2,5
mM. A presenga de cofatores frequentemente estabiliza a estrutura nativa da proteina pela
coordenacdo com residuos especificos e pode ser essencial para o dobramento (WITTUNG-
STAFSHEDE, 2004). Uma vez que cdtions divalentes de cédlcio e magnésio atuam como
cofatores de NTPDases avaliamos a renatura¢do na presenca destes cofatores, contudo foi
observada precipitacdo das proteinas.

A presenca de sais também pode levar a precipitagdo de proteinas (ALIBOLANDI;
MIRZAHOSEINI, 2011). Contudo, ao testarmos um tampao com menor quantidade de sais,
contendo apenas Tris € NaCl (50 mM Tris; 116 mM NaCl), também observamos precipitacao
das amostras.

O dobramento correto é favorecido pela presenca de um ambiente redox, que auxilia na
formacdo de pontes dissulfeto. A renaturagdo é favorecida pela presenga de thiois de baixo peso

molecular (Glutationas) em seus estados reduzido e oxidado (VALLEJO; RINAS, 2004).
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Contudo o uso de tampao contendo glutationa oxidada (GSSG) e reduzida (GSH), também
levou a precipitacao.

Glicerol é comumente utilizado para renaturacao e auxilia na estabilizag¢do proteica, pelo
fortalecimento das interacdes hidrofébicas e ordenamento do solvente a superficie externa da
proteina (ALIBOLANDI; MIRZAHOSEINI, 2011). A enzima rLicNTPDase2 estudada por
nosso grupo de pesquisa, havia sido caracterizada com sucesso, apds renaturacdo utilizando
tampao contendo glicerol (VASCONCELLOS et al., 2014). Ao testar a renaturagdo para o
tampao IV (100 mM Tris, 600 mM de NaCl, ImM de GSSG, 1 mM de GSH, 33% de glicerol),
observamos atividade ADP4sica apds 48 horas e seguimos os experimentos nesta condi¢ao.

Ao testar a atividade para hidrélise de diferentes substratos, observamos que as enzimas
hidrolisaram muito pouco os substratos trifosfatados e em maior quantidade os substratos
difosfatados UDP e GDP, podendo ser caracterizadas como preferencialmente difosfatases.

Interessantemente as enzimas de 7. cruzi (MARIOTINI-MOURA et al., 2014) e
Leishmania infantum (VASCONCELLOS et al., 2014), caracterizadas por nosso grupo de
pesquisa, possuem relacdo filogenética proxima das NTPDases 5 € 6 humanas (IVANENKOV;
MURPHY-PIEDMONTE; KIRLEY, 2003; MURPHY-PIEDMONTE; CRAWFORD;
KIRLEY, 2005) e todas elas exibem acentuada hidrélise de nucleotideos difosfatados.

A taxa de hidrélise NTP:NDP € utilizada como base para classificacdo de Ecto-ATPases
em dois principais grupos: apirases que hidrolisam NTPs e NDPs a taxas semelhantes e
ATPases que exibem maior hidrélise de NTPs (SMITH; LEWIS CARL; KIRLEY, 1999).
Estudos mostram que mutagdes pontuais alteram a taxa de hidrélise NTP:NDP em NTPDases
humanas, avaliando o efeito de mutacdes em regides conservadas de apirase, conhecidamente
importantes para catdlise (KIRLEY; YANG; IVANENKOV, 2001; SMITH; LEWIS CARL;
KIRLEY, 1999)

Haviamos hipotetizado que a presenca da alanina, que possui um grupo R menor,
proxima da regido de ligacdo ao substrato em NSL-NTPDase2 poderia afetar a interacao,
levando a maior hidrdlise de nucleotideos trifosfatados (TORRES, 2017). Nossos resultados
reforcam esta ideia, pois mostram que INSL-NTPDase?2 apresenta maior taxa NTPase:NDPase.

A maior hidrélise de ATP pela enzima de NSL poderia justificar, em parte, a diferenca
de hidrélise de nucleotideos de adenina observada para o isolado, contribuindo para as
diferencas de viruléncia. Esta diferenca pode levar a maior hidrélise geral de ATP e ADP e
maior producdo de AMP por NSL. A producdo de AMP gera substrato para acdo da 5’
ectonucleotidases, que podem hidrolisar AMP em adenosina. Adenosina possui papel

conhecido na regulacdo das repostas imunes, restaurando a homeostase (HASKO; PACHER,
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2012). Adenosina leva a diminui¢do de varios mediadores pro-inflamatérios em macréfagos
como IL-12, 6xido nitrico e superéxido (HASKO; PACHER, 2012). A ligagio a receptores do
tipo A2 leva a efeitos anti-inflamatérios como inibi¢ao da liberagcdo de TNF-a e aumento da
producdo de IL-10 por macréfagos (BURNSTOCK; BOEYNAEMS, 2014). Além disso
adenosina pode ser incorporada pelo parasito, uma vez que Leishmania ndo apresenta via de
novo de purinas (MARR; BERENS; NELSON, 1978).

Contudo, mais estudos sao necessarios a fim de avaliar a atividade enzimatica desta
variante, de forma mais apurada. Ao longo dos testes observamos que a enzima rNSL-
NTPDase2 comecou a apresentar resultados divergentes, com valores de atividade mais baixos
do que os observados previamente. Hipotetizamos que a presenca da banda menor,
caracteristica desta enzima, quando mais representada na purificacdo, pudesse influenciar os
resultados e levar a menor hidrdlise. Isso sugeriria que esta banda menor ndo possui atividade
ou possui atividade menor do que a banda de 45 KDa, contudo, ndo avaliamos esta hipotese.
Para uma melhor caracterizacdo desta enzima, € necessario o isolamento da banda de 45 KDa
e avaliacdo de suas caracteristicas de hidrolise. Além disso, neste teste a enzima de NSL foi
renaturada nas mesmas condic¢des estabelecidas para ET, sendo necessaria uma avaliacdo mais
apurada de sua atividade apds a renaturagdo como foi feito para a outra enzima sendo possivel

que sua renatura¢do demande condicdes diferenciadas de ET.

6. CONCLUSAO

Diante de tudo o que foi discutido até o momento, as enzimas dos isolados ET e NSL
apresentam caracteristicas comuns a NTPDases como presenca de 5 regides conservadas de
apirase, hidrdlise de substratos tri e difosfatados na presenga de fons divalentes e auséncia de
hidrélise de AMP.

Observamos diferengas na hidrélise de ATP, sugerindo que a variante NSL-NTPDase2
possa contribuir para as diferencas observadas previamente nos ensaios com promastigotas.
Além disso, a maior hidrélise de ATP por INSL-NTPDase2 pode diminuir a disponibilidade
desta molécula imunoestimulante, favorecendo o estabelecimento do parasita.

Nossos resultados sugerem que variantes em L. (V.) braziliensis podem representar
diferentes perfis enzimdticos e apontam para o potencial das mutacdes em influenciar na
viruléncia por meio de diferencas na catdlise. Além disso, € importante investigar se mutacoes

dentro do dominio B podem levar a diferencas de resposta imune.
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Esperamos, no futuro, contribuir na elucida¢do das diferencas inerentes as variantes
enzimadticas em Leishmania braziliensis, auxiliando na compreensdo da relacdo parasita-

hospedeiro na infeccao.
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ANEXO A. Sequéncia que codifica para o ectodominio da NTPDase2 do isolado ET

otimizada.

NTPDase2 E

NTPDase2 E

NTPDase2 E

NTPDase2 E

NTPDase2 E

NTPDase2 E

NTPDase2 E

NTPDase2 E

NTPDase2 E

NTPDase2 E

ANEXOS

T e S L S
10 20 30 40 50
TCCCCTTGCA ACTCCCCATA TTCAAACGTA TATGACATCG TTATTGACGC

60 70 80 90 100
GGGCTCGACC GGGAGTCGTG TGCACGTGTT TCAATATGAG CGCTCTTCTA

T e e e e I
110 120 130 140 150
CCGGCGTAAT TTTGCTGCGC GAGCGCTTTA AGCGCATCGA ACCGGGTTTG

B e e T e I L I
160 170 180 190 200
TCGAGTTTTG CCACCGATCA AGAGGGTGCT AAACAGTCCT TGGCAGGTTT

B e e T e e L I
210 220 230 240 250
ACTTCGCTTT GCTGAGAAAG CTGTTCCACG CTCTTACCAG CGTTGCACGT

B e I I
260 270 280 290 300
CTGTTACTTT GAAAGCTACA GCGGGCTTAC GCCTGTTACC GGAGGCCGAC

B e e e I
310 320 330 340 350
CAGCAGGTAC TTCTTGACGC AGCGCAGCAG ACCCTTAAGG CGTTCCCCTT

B e e e I
360 370 380 390 400
CCAGAGCCGT GGGGCTTCTA TTGTTTCTGG CGCTCAAGAG GGTGTCTATG

410 420 430 440 450
GTTGGTTGAC GGTTAATTAC CTGTTAAACC GTTTGGATAA AGAAGGCGCG

T T e s T I
460 470 480 490 500
ACTGTGGCAA CGATCGATAT GGGTGGAGCG AGTACTCAGG TGGTGTTCGA

510 520 530 540 550



NTPDase2 E

NTPDase2 E

NTPDase2 E

NTPDase2 E

NTPDase2 E

NTPDase2 E

NTPDase2 E

NTPDase2 E

NTPDase2 E

NTPDase2 E

NTPDase2_E

NTPDase2 E

NTPDase2 E
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AACTAAATTT ACTTCAGGCG AATGGTTGCC ATTTAATTAT GCACACCAAC

e T e e L T
560 570 580 590 600
TTCGCACGCC CAAACGCACG ATTGCGATGT ACCAACATAG CTATTTGGGG

T I I I
610 620 630 640 650
CTTGGTCTGA ATGAGGCCAA GAAAACTCTG ATGACGTTGT TCGCAAAGGT

T T e e T I
660 670 680 690 700
GAACGGCACT TCTCCTTTTT CTTGCTTTCC ACGCCGCCAT ACTGAGCACC

B e e e e T I
710 720 730 740 750
TTAACGGCGT AGAGTTACGT AATGGAGATT CGACAGACTT TGATGTTTGC

B e e T e e L I
760 770 780 790 800
GTTAATCTGT TCCGCGAGCA TGTGATCACC AAGCCTATCT GCCGTTTTGA

B e e e e e L I
810 820 830 840 850
CGCATGTGGT GCGCGCGGGG TGCCGCAGCC CCCCCTGCCT AGCAAGCAGC

B I I e
860 870 880 890 900
ATCCGATCTA CGCTTTCAGT TACTTCTATG ATCGCCTGTA CCATTTCCGT

B e T e e e I
910 920 930 940 950
TCGGAGGGAT TCCCGGTGTA CGTATCTAGC TACAAAGAAC TGGGCCGCGA

B e e e I
960 970 980 990 1000
AGTTTGCCAA CGCGAGAGCG CTGACCACAC AACTACACCC AAAGAGACCA

1010 1020 1030 1040 1050
CGTGCATGGA GCTGGCCTAC CTGTACAGCT TTCTTACGCA TGGCTTAGGC

1060 1070 1080 1090 1100
TTGAGTGATG ATCGCACTTT GGAGGTGCCT AACCGCATTG AGGGGATTGC

1110 1120 1130 1140
CGTATCCTGG AGCCTGGGCT GCTCATTGAG TTTCGTGTTA AAAATGGAA
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ANEXO B. Sequéncia que codifica para o ectodominio da NTPDase2 do isolado NSL
otimizada.

B I S T e e e
10 20 30 40 50
NTPDase2 N TCACCCTGTA ACTCTCCTTA TAGTAACGTC TACGACATTG TTATCGATGC

60 70 80 90 100
NTPDase2 N AGGCAGTACC GGGTCTCGTG TGCACGTATT TCAATACGAA CGTTCATCGA

110 120 130 140 150
NTPDase2 N CTGGAGTCAT TCTGCTTCGT GAACGTTTTA AGCGCATTGA ACCGGGATTA

B e e T e e O I
160 170 180 190 200
NTPDase2 N TCCTCGTTTG CCACTGACCC TGAGGGAGCA AAACAGTCCC TGGCAGGTTT

B e e T e e L I I
210 220 230 240 250
NTPDase2 N ACTTCGTTTT GCTGAGAAAG CTGTACCCCG TTCTTACCAG CGTTGCACCT

B I e L e e I
260 270 280 290 300
NTPDase2 N TTGTTACACT TAAGGCTACC GCCGGGTTGC GCTTACTGCC CGAAGCGGAT

B I s e e L I
310 320 330 340 350
NTPDase2 N CAGCAGGTTT TATTGGATGC GGCACAACAA ACCTTAAAGG CGTTCCCTTT

B T e e I
360 370 380 390 400
NTPDase2 N TCAAAGTCGT GGTGCAAGCA TCGTATCCGG GGCTCAAGAG GGGGTTTACG

B e e e e I
410 420 430 440 450
NTPDase2 N GGTGGTTGAC TGTAAATTAT CTTTTAAGCC GCCTTGACAA AGAAGGTGCG

T e s T I
460 470 480 490 500
NTPDase2 N ACAGTTGCAA CGATCGACAT GGGGGGTGCA TCAACCCAGG TGGTATTCGA

B e e e I I e e
510 520 530 540 550
NTPDase2 N GACCAAGTTT ACTTCAGGGG AGTGGCTTCC ATTTAATTAT GCTCACCAAT



NTPDase2 N

NTPDase2 N

NTPDase2 N

NTPDase2 N

NTPDase2 N

NTPDase2 N

NTPDase2 N

NTPDase2 N

NTPDase2 N

NTPDase2 N

NTPDase2 N

NTPDase2 N

B e e e I
560 570 580 590 600
TACGTACGCC CAAACGCACT ATTGCTATGT ATCAACACTC ATACCTGGGT

B e e e e I
610 620 630 640 650
CTTGGGTTAA ACGAAGCAAA GAAGACTCTT ATGACCCTGT TTGCAAAGGT

660 670 680 690 700
CAATGGTACG AGTCCCTTTT CGTGTTTCCC GCGTCGTCAT ACGGAGCACC

e T e e e I
710 720 730 740 750
TGAACGGGGT GGAGCTGCGC AATGGGGACA GCACTGATTT CGATGTCTGT

1 e S L s
760 770 780 790 800
GTGAATTTGT TCCGTGAACA CGTGATTACA AAACCGATTT GCCGCTTTGA

B e T e e L I
810 820 830 840 850
TGCTTGTGGA GCACGTGGTG TGCCACAACC GCCCTTGCCC TCCAAGCAGC

T S L s I
860 870 880 890 900
ACCCGATCTA CGCCTTTAGC TATTTTTACG ATCGTCTTTA CCATTTCCGC

T e e I
910 920 930 940 950
TCCGAGGGCT TCCCTGTGTA TGTTAGCAGC TACAAAGAGC TGGGGCGTGA

B T e e T I
960 970 980 990 1000
GGTTTGTCAA CGTGAAAGTG CTGACCATAC GACCACTCCC AAGGAGACCG

B e e T e e L I
1010 1020 1030 1040 1050
CCTGTATGGA GCTGGCCTAT CTGTACAGCT TTCTGACACA TGGTTTAGGC

1060 1070 1080 1090 1100
CTTTCAGATG ACCGTACACT GGAAGTGCCC AATCGCATCG AAGGCATTGC

e e T L e I e
1110 1120 1130 1140

TGTTTCGTGG TCCCTTGGGT GTTCCCTTTC CTTTGTCCTT AAGATGGAG

80
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ANEXO C: Confirmacao das construcdes por sequenciamento. O sequenciamento das construcdes foi alinhado
com a sequéncia referéncia da LbNTPDase2 (LbrM.15.0030) para confirma¢do da sequéncia de aminodcidos,
mutagdes e frame. As anota¢des mostram a regido rbs, o start cédon, a cauda de histindina N-terminal, as mutac¢des
em rNSL-NTPDas-2 e os sitios de restricdo Nde I e Hind I1I.
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ANEXO D: Confirmacio da construcio ET-NTPDase+pET28a. O sequenciamento da construgdo foi alinhado
com a sequéncia otimizada enviada para sintese para confirmagao da identidade da sequéncia. Anota¢des mostram
aregido rbs, o start codon, a cauda de histindina N-terminal e os sitios de restricdo Nde I e Hind 111
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ANEXO E: Confirmacdo da construcio NSL-NTPDase+pET28a. O sequenciamento da constru¢do foi
alinhado com a sequéncia otimizada enviada para sintese para confirmagdo da identidade da sequéncia. Anotacdes
mostram a regido rbs, o start codon, a cauda de histindina N-terminal, as posi¢cdes das mutacdes em NSL-

NTPDase2 e os sitios de restricio Nde I e Hind I1lI.
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ANEXO F: Alinhamento das sequéncias das enzimas rET-NTPDase2 e rNSLNTPDase2

no programa Clustal W.
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CAPITULO 2

NTPDase2 DE Leishmania (Viannia) braziliensis: EXPRESSAO HETEROLOGA,
CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E ANALISE DE INIBIDORES DERIVADOS
DA QUERCETINA

RESUMO

Leishmania (Viannia) braziliensis € um protozoario patogé€nico causador de Leishmaniose
Tegumentar Americana. Esta doenca apresenta diversidade de manifestagdes clinicas que sao
associadas também a diferentes isolados do parasito. Os tratamentos ndo sao sempre efetivos e
apresentam efeitos adversos, sendo necessdrio o desenvolvimento de novas terapias. A
literatura apresenta a correlacao entre atividade ectonucleotidésica e viruléncia em diferentes
espécies de Leishmania, apontando a importancia das NTPDases como fatores de viruléncia do
parasito. Neste trabalho nés estudamos a rLbNTPDase?2 (45 KDa) de L. (V.) braziliensis com o
objetivo de compreender suas caracteristicas bioquimicas. Também, avaliamos o potencial de
inibicdo de compostos derivados da quercetina na atividade enzimdtica. A sequéncia do
ectodominio da LbNTPDase2 (S43-E425) fusionada a cauda de histidina foi expressa em
sistema bacteriano e a proteina recombinante foi purificada por cromatografia de afinidade a
niquel. Nossos resultados mostram que a rLbNTPDase2 € uma verdadeira apirase que hidrolisa
nucleotideos tri e difosfatados na dependéncia de cétions divalentes como cdlcio e magnésio.
Em condicdes de excesso de substrato, a enzima recombinante exibe preferéncia para hidrélise
de nucleotideo difosfatados e baixa taxa de hidrélise de nucleotideos trifosfatados de acordo
com a ordem UDP>GDP>ADP>GTP>ATP=UTP. A atividade 6tima foi determinada em pH
de neutro a bésico e foi parcialmente inibida por suramina e DIDS. Altos valores de K, para
ATP, ADP e UDP indicam que seja improvavel sua atuacdo na desativagdo de receptores
purinérgicos, contudo, sugerimos que a enzima possa mediar respostas pela contribui¢ao na
geracdo de adenosina. Além disso, sugerimos que seu papel seja relevante no ambiente
intracelular, que apresenta maiores concentracdes de nucleotideos, desempenhando importantes
funcdes no parasito ou na forma amastigota no hospedeiro. Os compostos, IL-09 e IL-05,
derivados ndo naturais da quercetina, inibiram a atividade enzimadtica em 92,88% e 88,41% na
presenca de alta concentragdo de substrato, indicando que o substrato nao seja determinante
para modular a interagdo com o inibidor. Juntamente com o baixo valor de ICso para o IL-09
(6.56 uM), esses resultados indicam uma alta afinidade do composto com a enzima. Essa ideia
€ reforcada pelos dados cinéticos na presenga de IL-09, que indicam um perfil de inibi¢do do

tipo misto. Sua composi¢do quimica sugere que a presenca de benzilas nos grupamentos
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fendlicos possa ser determinante para alta afinidade de interacdo do composto. Estudos de
dinamica molecular devem ser realizados a fim de elucidar as interagdes do composto IL-09 na
estrutura da enzima. Uma vez que as NTPDases sao conhecidos fatores de viruléncia em
Leishmania, nossos dados podem fornecer informagdes que possibilitem o desenvolvimento de

novos farmacos para o tratamento da leishmaniose tegumentar.

Palavras-chave: Leishmania braziliensis; NTPDase2; caracterizacdo bioquimica; inibidores.
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ABSTRACT

Leishmania (Viannia) braziliensis is a pathogenic protozoan parasite that causes American
Tegumentary Leishmaniasis. This disease presents a diversity of clinical manifestations that are
associated with different isolates of the parasite. Treatments are not always effective and present
adverse effects, requiring the development of new therapies. The literature presents a
correlation between ectonucleotidase activity and virulence in different Leishmania species,
pointing out the importance of NTPDases as parasite’s virulence factors. In this work we study
the rLbNTPDase2 (45 KDa) of Leishmania (Viannia) braziliensis, in order to understand its
biochemical features. Also, we evaluated the inhibition potential of quercetin derivative
compounds in enzymatic activity. The LbNTPDase2 ectodomain sequence (S43-425E) fused
with histidine tag was expressed in bacterial system and the recombinant protein was purified
by nickel affinity chromatography. Our results show that TLbNTPDase? is a true apyrase since
it hydrolyzes tri and diphosphate nucleosides and is dependent on divalent cations, such as
calcium and magnesium. Under conditions of excess of substrate, the recombinant enzyme
exhibits a preference for hydrolysis of diphosphate nucleotides and a low rate of hydrolysis of
triphosphate nucleotides according to the order UDP>GDP>ADP>GTP>ATP=UTP. Optimal
activity was determined at neutral to basic pH and was inhibited by suramina and DIDS. High
Km for ATP, ADP and UDP suggests unlikely role in the deactivation of purinergic receptors.
However, the enzyme may act in mediating responses via adenosine generation. In addition, we
suggest relevant role in the intracellular environment, which has high nucleotide concentration,
playing important roles in the parasite or in the amastigote form in the host. The coumpounds
IL-09 and IL-05, quercetin non-natural derivative compounds, inhibited the enzymatic activity
by 92,88% and 88,41% in the presence of high substrate concentration, indicating that substrate
may not be determinant to modulate the interaction with the inhibitor. Along with low ICso
value for IL-09 (6.56 uM), this results indicate a high affinity of the compound for the enzyme.
This idea is reinforced by the kinetic data in the presence of IL-09 compound, which indicate a
mixed-type inhibition profile. Its chemical composition suggests that the benzil on the phenolic
groups may be determinant for the high affinity interaction of the compound. Molecular
dynamics studies must be carried out in order to elucidate the interactions of the IL-09
compound in the enzyme structure. Since NTPDases are known virulence factors in
Leishmania, our data may provide information that enable the development of new drugs for

the treatment of cutaneous leishmaniasis.

Keywords: Leishmania braziliensis; NTPDase2; biochemical characterization; quercetin.
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1. INTRODUCAO

Leishmanioses sdo causadas por protozodrios do género Leishmania e transmitidas pela
picada de fémeas de insetos flebotomineos. Consideradas doencas negligenciadas, sdo um
importante problema de satde publica que afeta cerca de 700.000 a 1 milhdo de pessoas por
ano no mundo (WHO, 2021).

A primeira linha de tratamentos envolve o uso de antimoniais pentavalentes,
anfotericina B, paromicina e miltefosina. Apesar de serem efetivos na morte do parasita, esses
tratamentos apresentam muitos efeitos adversos e nao sdo sempre efetivos para as formas mais
severas da doenca, sendo necessdria a busca por novas abordagens (NOVAIS; AMORIM;
SCOTT, 2021; VOLPEDO et al., 2021).

Leishmanioses apresentam um espectro de manifestagdes clinicas, podendo apresentar-
se na forma visceral (VL) e em diferentes formas tegumentares como cutanea localizada (LCL),
mucosa (ML), recidiva (RL), difusa (ADCL), disseminada (DL) e pds calazar (PKDL)
(VOLPEDO et al., 2021).

L. (V.) braziliensis é o principal agente causador da leishmaniose tegumentar no Brasil
e causa uma variedade de manifestagdes clinicas, desde lesdes ulcerosas tinicas a lesdes com
destruicao progressiva de mucosas (PIRMEZ, 1992).

Viruléncia e atividade ectonucleotiddsica t€ém sido relacionadas ao longo dos anos
(BERREDO—PINHO et al., 2001; GOMES et al., 2015; LEITE et al., 2012; MAIOLI et al.,
2004; MARQUES-DA-SILVA et al., 2008). Além disso, a hidrélise de nucleotideos
extracelulares pode influenciar no estabelecimento da resposta imune e estar relacionada com
o desenvolvimento para diferentes formas clinicas (LEITE et al., 2012).

No sistema purinérgico, nucleotideos extracelulares desencadeiam respostas celulares
pela interagdo com receptores purinérgicos. Os receptores sao divididos em dois tipos: P1 e P2.
Os receptores do tipo P1 (A1, Aza, Azs e A3) sdo receptores acoplados a proteina G e respondem
a ligacdo de adenosina. Os receptores do tipo P2 podem ser do tipo P2X ou P2Y. Os receptores
P2X (P2X.7) sdo receptores do tipo canal e respondem primariamente ao ATP. Os receptores
do tipo P2Y (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13, P2Y14) sdo receptores
acoplados a proteina G e se ligam a uma variedade de nucleotideos (BOURS et al., 2006;
BURNSTOCK, 2007).

Tratando-se especificamente da sinalizagdo purinérgica no sistema imune, nucleotideos
extracelulares controlam diversos processos como ativagdo, migracdo e producdo de
mediadores inflamatérios (BOURS et al., 2006). Em situacdes como inflamagao e injuria o ATP

liberado no meio extracelular age como sinal de dano e atua na ativacdo de receptores
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especificos direcionando a resposta imunolégica (DOSCH et al., 2018). O receptor P2X7é o
mais amplamente estudado no contexto imunoldgico. Sua ativacgdo leva a liberacdo de grandes
quantidades de ATP, produgdo de citocinas inflamatdrias como IL-1P e IL-18, espécies reativas
de oxigénio e 6xido nitrico (SAVIO et al., 2018). Na infec¢do de macréfagos por parasitas como
Leishmania e T. gondii, a ativacdo do receptor P2X7 estd relacionada ao controle da carga
parasitdria, com producio de leucotrieno B4 (LTB4) e ROS (CHAVES et al., 2014; CORREA
et al., 2010).

No contexto da sinalizacdo purinérgica € importante ressaltar a importancia das
NTPDases no controle desses processos, pela hidrélise de nucleotideos extracelulares.

NTPDases (EC 3.6.1.5) sdo enzimas da superfamilia GDA1_CD39 de nucleosideo
trifosfato difosfohidrolase (KNOWLES, 2011). Esta familia compartilha 5 regides conservadas
de apirase (ACRs), cujas sequéncias possuem residuos de aminoacidos essenciais a sua funcao.
Estas enzimas hidrolisam nucleotideos tri e difosfatados em nucleotideos monofosfatados, na
presenca de cdtions divalentes como cédlcio e magnésio (ROBSON; SEVIGNY;
ZIMMERMANN, 2006; ZIMMERMANN, 2000; ZIMMERMANN; ZEBISCH; STRATER,
2012). Seus papéis sdo bem estabelecidos em vertebrados, atuando em diversos processos como
diferenciacdo, migracdo e proliferacao celulares, inflamacao e agregacao plaquetaria (CAO et
al., 2020; CORRIDEN et al., 2008; JHANDIER et al., 2005; LANGSTON et al., 2003;
MARCUS et al., 1997).

Ao longo dos anos tém sido identificadas e estudadas ENTPDases de diferentes
parasitos como Toxoplasma gondii (ASAI et al., 1995; ASAI; O’SULLIVAN; TATIBANA,
1983), Schistosoma mansoni (VASCONCELOS et al., 1996), Leishmania amazonenses
(BERREDO-PINHO et al., 2001; PAES-VIEIRA et al., 2021; PINHEIRO et al., 2006),
Trypanosoma cruzi (FIETTO et al., 2004; MARIOTINI-MOURA et al., 2014), Leishmania
braziliensis (PORCINO et al., 2012; REZENDE-SOARES et al., 2010), Leishmania infantum
(VASCONCELLOS et al., 2014), Leishmania major (SANSOM et al., 2014) e Plasmodium
falciparum (BORGES-PEREIRA et al., 2017).

Parasitas do género Leishmania sdo dependentes da aquisicdo de purinas pela via de
salvacdo para suprir seus requerimentos metabdlicos (MARR; BERENS; NELSON, 1978) e
NTPDases tém sido sugeridas como importantes para a hidrélise de nucleotideos tri e
difosfatados neste processo (BERREDO-PINHO et al., 2001). Além disso, evidéncias apontam
para a atuacdo de ectonucleotidases na relacdo parasita-hospedeiro, como na adesio do parasito
a célula hospedeira (BISAGGIO et al., 2003; MARIOTINI-MOURA et al., 2014; PAES-
VIEIRA et al., 2021; PINHEIRO et al., 2006; VASCONCELLOS et al., 2014) e na modulac¢io
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da resposta imune do hospedeiro pela hidrélise de nucleotideos extracelulares como ATP e
ADP (GOMES et al., 2015; LEITE et al., 2012; MAIOLI et al., 2004; MARQUES-DA-SILVA
et al., 2008; PAES-VIEIRA et al., 2021).

Em Leishmania duas NTPDases sdo descritas (NTPDasel com cerca de 70 kDa e
NTPDase2 com cerca de 42 kDa) (FIETTO et al., 2004; VASCONCELLOS et al., 2014) e a
isoforma (NTPDase2) tem sido mais estudada em diferentes espécies (DETONI et al., 2013;
GOMES et al., 2015; MAIA et al., 2019; PORCINO et al., 2012; VASCONCELLOS et al.,
2014).

A literatura reporta importantes informacdes acerca das ectonucleotidases em L.
braziliensis. Atividade de NTPDase foi identificada por citoquimica ultraestrutural
demonstrando atividade ATP difosfohidrolase em formas promastigotas na superficie da
membrana, flagelo, bolso flagelar, mitocondria e cinetoplasto. O mesmo estudo utilizou
anticorpos policlonais anti-apirase de batata e identificou duas bandas (48 KDa e 43 KDa) em
preparacdes de promastigotas (REZENDE-SOARES et al.,, 2010). A isoforma menor
(LbNTPDase2) possui um dominio B conservado, com capacidade antigénica, compartilhado
entre apirase de batata e NTPDases de outros organismos (PORCINO et al., 2012). Anticorpos
policlonais produzidos contra peptideos sintéticos correspondentes ao dominio B da
LbNTPDase-2 (LbBI1LJ e LbB2LJ) sdo capazes de reconhecer as duas bandas da proteina (48
KDa e 43 KDa) em promastigotas e inibir parcialmente a atividade ATPasica e ADP4sica
(PORCINO et al., 2012). Ainda, esses anticorpos foram capazes de identificar a presenca da
proteina na membrana plasmatica, bolso flagelar e flagelo, mitocondria e cinetoplasto, como
descrito anteriormente (REZENDE-SOARES et al., 2010) e também no ntcleo e vesiculas
citoplasmaticas. Estes dados sdo compativeis com a expressao e atividade da LbNTPDase2,
mas, até o momento, a LbNTPDase2 néo foi purificada ou teve a expressdo e caracterizagao
bioquimica completa da proteina isolada elucidada.

Quercetina € um composto que pertence ao grupo dos flavonoides, que sdo um conjunto
de metabdlitos de plantas que atuam em diversos processos biolégicos como reprodugdo,
coloracdo e protecao contra estresse (WINKEL-SHIRLEY, 2002). O papel da quercetina como
composto antiparasitdrio e anti-inflamatério tem sido demonstrado em estudos com
tripanossomatideos (FONSECA-SILVA et al., 2011, 2013; MAMANI-MATSUDA et al.,
2004; TASDEMIR et al., 2006). Na infeccdo por Trypanosoma brucei gambiense, oxido nitrico
(NO) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) sao mediadores relacionados ao controle do
parasito, mas também a patologia no hospedeiro (MAGEZ et al., 1999; MAMANI-MATSUDA

et al., 2004). Quercetina inibe a produgao destes mediadores por macr6fagos humanos ativados
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e induz a apoptose de T. gambiense (MAMANI-MATSUDA et al., 2004). Adicionalmente, a
quercetina esteve entre os melhores compostos testados contra amastigotas axénicos de L.
donovani (TASDEMIR et al., 2006). Para promastigotas de L. amazonenses foi demonstrado o
mecanismo de atividade leishmanicida, mostrando que a quercetina induz ao aumento de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e causa disrupg¢ao do potencial de membrana mitocondrial,
promovendo a morte do parasito (FONSECA-SILVA et al., 2011). Outro trabalho mostra que
a quercetina leva a produgdo de ROS e inibe o crescimento de amastigotas intracelulares de L.
amazonesis (FONSECA-SILVA et al., 2013).

Adicionalmente, o potencial da quercetina em influenciar a sinaliza¢do purinérgica tem
sido demonstrado (BALDISSARELLI et al., 2016; ROCKENBACH et al., 2013). Na linhagem
celular humana T24 de tumor de bexiga, quercetina tem um papel antiproliferativo pela inibi¢ao
da atividade da enzima ecto-5’-ectonucleotidase (CD73) (ROCKENBACH et al., 2013).
Também, a quercetina interfere nas atividades de NTPDase, 5’-nucleotidase e adenosina
deaminase de plaquetas em modelo murino, reduzindo a agregacdo plaquetéria e protegendo
contra dano oxidativo (BALDISSARELLI et al., 2016).

O potencial de inibi¢ao de NTPDases de tripanosomatideos por compostos derivados da
quercetina tem sido investigado por nosso grupo de pesquisa. Em trabalhos recentes, foi
demonstrada a acdo de compostos sintéticos ndo naturais derivados da quercetina sobre a
NTPDasel recombinante de Trypanosoma cruzi, apontando-os como possiveis alvos de estudo
para o desenvolvimento de farmacos para o tratamento da Doenca de Chagas (MARIOTINI-
MOURA, 2014; RIBEIRO, 2018).

Considerando que ENTPDases estdo associadas a importantes papéis bioldgicos em
Leishmania e sao consideradas bons alvos potenciais para aplicacdes biotecnoldgicas contra as
leishmanioses (DA SILVA et al., 2020; DE SOUZA et al., 2020), um profundo conhecimento
acerca destas enzimas pode contribuir nesta drea. Entdo, o objetivo deste trabalho consiste na
expressdao heterdloga e caracterizacdo bioquimica da NTPDase2 recombinante de L. (V.)
braziliensis e na avaliacdo do potencial de inibicdo de compostos glicosilados ndo naturais
derivados da quercetina.

Esperamos que estes resultados possam contribuir para o conhecimento desta
importante enzima e possam auxiliar no desenvolvimento futuro de novos farmacos para o

tratamento da leishmaniose cutinea.
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2. OBJETIVOS
2.1.0bjetivo geral
Caracterizar bioquimicamente a rLbNTPDase2 e avaliar o potencial de inibi¢do de

compostos derivados da quercetina.

2.2.0bjetivos especificos

= Expressar a proteina recombinante em sistema bacteriano.

= Purificar a proteina por cromatografia de afinidade ao niquel.

= Avaliar a atividade enzimdtica quanto aos efeitos da temperatura, tempo, pH,
dependéncia de cofator e substrato.

= Avaliar o efeito de inibidores de fosfatases, ATPases e ecto-ATPases na atividade
ADP4sica e/ou UDPésica.

= Determinar os parametros cinéticos de K € Vmax para os nucleotideos de adenosina e
uridina.

= Avaliar a inibicdo da atividade pela quercetina e por seus derivados glicosilados ndo
naturais IL-05, IL-06, IL-09, IL-18, IL-24 e IL-35-f1.

= Determinar o ICso e o tipo de inibi¢ado do composto IL-09.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Alinhamento miiltiplo de sequéncias

Alinhamento multiplo de sequéncias foi feito no programa Clustal W usando o software
MEGA X, versdo 10.2.5. As sequéncias de NTPDases de parasitos e mamiferos foram obtidas
em bancos de dados. TriTrypDB foi usado para as seguintes sequéncias: L. braziliensis
(LbrM.15.0030), L. major (LmjF.15.0030), L. infantum (LINF_150005200), L. amazonenses
(LAMA_000225600), L. panamensis (LPAL13_150005200), L. donovani (LABPK_150030.1),
Leishmania aethiopica (LAEL147_000207800), Leishmania tropica (LTRL590_150005200)
and Leishmania mexicana (LmxM.15.0030). UniProtKB foi utilizado para NTPDase-1 de
Trypanosoma cruzi (Q6QHTS), NTPDase2 de Rattus norvegicus (035795-1) e para NTPDases
humanas NTPDase 1 (P49961), NTPDase 2 (Q9Y5L3-1) NTPDase 3 (O75355), NTPDase 4
(Q9Y227-1), NTPDase 5 (075356), NTPDase 6 (075354), NTPDase 7 (QINQZ7-1) e
NTPDase 8 (Q5MY95-1). O alinhamento foi editado utilizando o software BioEdit versao 7.2.5
(HALL, 1999), para evidenciar as ACRs, que foram anotadas como descrito na literatura

(ZIMMERMANN; ZEBISCH; STRATER, 2012).
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3.2. Expressao heterologa e purificacao da rLbNTPDase2

A construcao correspondente a NTPDase2 da cepa ET de L. braziliensis, que codifica
para a proteina com sequéncia do ectodominio idéntica a da ATP difosfohidrolase referéncia
(LbrM.15.0030), foi transformada em células DH5-alpha competentes para amplificacdo do
plasmideo. Um volume de 1uL de plasmideo foi adicionado a 100uL de DHS5-alpha
competentes e a mistura permaneceu no gelo por 30 minutos. Em seguida, foi realizado choque
térmico 4 42°C por 45 segundos, seguido de resfriamento no gelo por 2 minutos. A reagio foi
adicionado 900 puL de LB liquido e as células foram recuperadas a 37°C, 180 rpm por 45
minutos. Posteriormente, as células foram plaqueadas em meio LB sdlido com canamicina na
concentragdo final de 50 pug/mL, a 37°C, over night. As colOnias obtidas foram crescidas em
meio LB liquido com canamicina (50 pg/mL) a 37°C, 180 rpm por 12 a 16 horas e armazenadas
a — 80°C. Para expressdao heter6loga a construg¢do foi transformada em células E. coli BL21
(DE3) RIL competentes. Transformantes foram obtidos, como ja descrito, e crescidos em meio
LB com canamicina 50 pg/mL por 12 a 16 horas a 37 °C e 180 rpm. A cultura foi transferida
para dois erlenmeyers, contendo 400 mL de meio cada e crescida nas mesmas condicdes até
ODsoo = 0.6 — 0.8. Posteriormente, a expressao da proteina foi induzida com IPTG 0.2 mM por
2 horas, peletizada a 11.627 g por 10 minutos e estocada a -80 °C.

Para lise cada pellet correspondente a 400mL foi ressuspendido em 16 mL de tampao
de lise (50 mM Tris; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol) e adicionados os inibidores de protease
(Pepstatina A 1 pg/mL, Aprotinina 2 pg/mL, Leupeptina 2 pg/mL) e lisozima 1 mg/ml. A
ressuspensao foi mantida a 4 °C por 30 minutos e sonicada a 30 Hz, por 2 minutos, em ciclos
de 10 segundos, a 4°C. Tampao de lise foi adicionado até o volume final de 40 mL e as amostras
foram centrifugadas a 11,627 g por 15 minutos. Foram realizadas duas lavagens com tampao
de lise, seguidas de centrifugacdes a 11,627 g por 10 minutos. Os pellets contendo os corpos de
inclusdo foram ressuspendidos em condi¢des desnaturantes com 40 mL de tampao A (Tris 50
mM pH 7.5, NaCl 500 mM, Imidazol 10 mM, Ureia 8 M), aquecidos a 50 °C por 20 minutos, €
centrifugados a 20.000 g por 20 minutos. Os sobrenadantes foram filtrados em membrana de
poro 0,45 um e estocados a -20 °C.

Posteriormente, 80 mL de solubilizacdo contendo os corpos de inclusio foram
purificados por cromatografia de afinidade a niquel utilizando o sistema Akta purifier FPLC
(GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ) e a coluna HisTrap FF crude 5SmL para
reconhecimento da His-tag N-terminal. Apds a aplicagdo de metade do volume de amostra, foi
feita lavagem com tampao A (até UV=0 ou 20 a 30 minutos), seguida de lavagem com 10% B

por 20 minutos. Posteriormente foi aplicado o volume restante de amostra, seguido de lavagem
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com tampao A (até UV=0 ou 20 a 30 minutos) e lavagem com 10% B por 20 minutos. Um
passo adicional de lavagem 20% B por 20 minutos foi realizado e a proteina foi eluida com
100%B.

A pureza das amostras foi analisada por SDS-PAGE corado com coomassie ou prata e
confirmadas por western blotting, como descrito por Sambrook e Russel (SAMBROOK;
RUSSELL, 2001). O western foi feito usando anticorpo monoclonal anti-His tag, produzido em
camundongo, como anticorpo primdrio (SIGMA - H1029), na dilui¢do de 1:5000 sob agitacao
por 1h e anticorpo policlonal anti-mouse IgG, produzido em coelho, conjugado com HRP, como
anticorpo secunddrio (SIGMA - A9044), na diluicdo de 1:10.000 sob agitacdo por 1 h. A
revelacdo foi feita utilizando 3, 3° diaminobenzidine (SIGMA-D8001) e peréxido de
hidrogénio.

As amostras foram quantificadas pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). A
proteina foi renaturada por diluicdo 1:20 em tampao de renaturagdo (100 mM Tris, 600 mM
NaCl, I mM GSSG, 2 mM GSH e 33% glicerol) e incubada a 4°C. A renaturagdo foi avaliada
pela deteccdo de atividade ATPésica e ADPasica durante 5 dias. Atividade foi mensurada pelo
método do verde malaquita para detec¢@o de fosfato inorganico (Pi) (EKMAN, PIA; JAGER,
1993), utilizando tampao Tris 50 mM, HEPES 50 mM, MgCl> 2.7 mM, CaCl> 2 mM, NaCl 116
mM e KCI 5.4 mM, adaptado de Barros e colaboradores (BARROS et al., 2000), 2.5 mM de
ATP ou ADP como substratos, a 37°C, por 10 minutos de reagcdo. Todas as reagdes foram pré-
aquecidas a 37°C por 3 minutos, disparadas com 1ug de proteina e paradas pela adicao de 0,2
M de HCI, seguida pela adi¢ao de reagente colorimétrico (1:3 v/v de verde malaquita 0.2 % e
molibidato de amoénio 10 %, diluidos previamente em HCL 4 M). As absorbancias foram

mensuradas a 660 nm e convertidas para nmol de fosfato usando uma curva padrao de NazPOs.

3.3. Caracterizacio bioquimica da rLbNTPDase2

A atividade enzimatica foi feita pelo método do verde malaquita, que € um método para
deteccao de fosfato inorganico (Pi) (EKMAN, PIA; JAGER, 1993). Para a determinacdo do
efeito da temperatura e pH sobre a atividade da enzima, o meio reacional foi composto por
tampdo de atividade com adaptagdes Tris 50 mM, HEPES 50 mM, MgCl, 2.7 mM, CaCl; 2
mM, NaCl 116 mM e KCI 5.4 mM (BARROS et al., 2000) e 2.5 mM de ADP como substrato.
As temperaturas testadas foram 30, 34 e 37 °C e para todas, o tempo de reacdo e pH foram
fixados a 10 minutos e 7.5, respectivamente. Para determinar a dependéncia de pH, ao tampao
de atividade foi adicionado 50 mM MES e o pH foi ajustado para cada reacdo. As reacdes foram

realizadas por 10 minutos a 37 °C e os pHs testados foram 5.5; 6.0; 6.5; 7.0; 7.5; 8.0; 8.5 ¢ 9.0.
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Para avaliar a preferéncia de cofator, o tampao de atividade foi preparado sem a presenca de
cations divalentes e MgClz ou CaCl, foram adicionados na placa em diferentes concentragdes
(0; 0.07 mM; 0.15 mM; 0.31 mM; 0.62 mM; 1.25 mM; 2.5 mM e 5 mM) ou na presenga de 5
mM de EDTA e EGTA. Os demais testes foram realizados utilizando tampao de atividade
contendo apenas magnésio como cofator, em pH 7,5 a 37 °C por 10 minutos. Para o teste de
substrato 2.5mM de ATP, ADP, GTP, GDP, UTP, ou UDP foi utilizado. Para os testes
utilizando os inibidores, 2.5 mM de ADP ou UDP foi utilizado como substrato e os compostos
foram: Suramina, antagonista competitivo de receptores P2 e DIDS (4,4’-
diisothiocyanostylbene 2’,2’-disulfonic acid), um inibidor impermedvel de Ecto-ATPases
(BISAGGIO et al., 2003; GOMES et al., 2015; MEYER-FERNANDES et al., 1997); fluoreto
de sddio, potente inibidor de fosfatase dcida (FREITAS-MESQUITA; MEYER-FERNANDES,
2017); azida sédica um inibidor de Mg-ATPase mitocondrial e inibidor parcial da ecto-ATPase
de T. cruzi (FIETTO et al., 2004); molibitado de amonio, inibidor de 5’ectonucleotidase e
fosfatase acida (GOTTLIEB; DWYER, 1983).

Todas as rea¢des foram pré-aquecidas a 37°C por 3 minutos, disparadas com lug de
proteina e paradas pela adi¢do de 0,2 M de HCl, seguida pela adi¢do de reagente colorimétrico
(1:3 v/v de verde malaquita 0.2 % e molibidato de amonio 10 %, diluidos previamente em HCL
4 M). As absorbancias foram mensuradas a 660 nm e convertidas para nmol de fosfato usando
uma curva padrao de Na3POu.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando ANOVA ou Teste T no software

GraphPad Prism 6.

3.4. Determinacio de Km and Vimax

Km and Vpax foram determinadas pelo método do verde malaquita (EKMAN, PIA;
JAGER, 1993). A reacdo foi composta de tampao de atividade (Tris 50 mM, HEPES 50 mM,
MgCl 5 mM, NaCl 116 mM, and KC1 5.4 mM, pH 7.5) e diferentes concentragdes de substrato:
ATP (0.2 mM; 0.3 mM; 0.5 mM; 1.0 mM; 1.8 mM; 3.5 mM; 5.0 mM); ADP (0.04 mM; 0.05
mM; 0.075 mM; 0.1 mM; 0.150 mM; 0.2 mM; 0.3 mM; 0.5 mM; 1.0 mM; 2.0 mM); UDP
(0.075 mM; 0.1 mM; 0.150 mM; 0.2 mM; 0.3 mM; 0.5 mM; 1.0 mM; 2.0 mM). Foram
utilizadas as melhores condicdes de temperatura, pH e tempo de reagdo (37 °C, pH 7.5 e 10
minutos) e os testes foram realizados como j4 descrito previamente.

As curvas foram obtidas por ajuste dos dados experimentais, por regressao nao linear,

utilizando a equagdo de Michaelis-Mentem, no software GraphPad Prism 6.
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3.5. Inibicao da rLbNTPDase2 por compostos derivados da quercetina

Os compostos inéditos e sintéticos utilizados neste trabalho sdo intermediérios de sintese
da quercetina-3-O-B-L-glicosideo, cedidos pelo Prof. Gaspar Diaz Mufioz (UFMG). Estes
compostos foram desenvolvidos a partir de colaboragcdo de nosso grupo com o grupo do Prof.
Gaspar. Alguns destes compostos se mostraram inibidores potentes ou parciais da NTPDasel
de T. cruzi (MARIOTINI-MOURA, 2014; RIBEIRO, 2018) e por isto foram testados na
rLbNTPDase?2.

Os compostos foram dissolvidos em DMSO P.A na concentracdo de 10 mM e
congelados a -20 °C. Para os experimentos, foi feita uma aliquota diluida em DMSO na
concentragdo de 1 mM e congelada -20 °C até o uso.

Para determinacao da inibi¢do da atividade enzimatica, a reacao foi composta de tampao
de atividade (Tris 50 mM, HEPES 50 mM, MgCl, 5 mM, NaCl 116 mM e KCI 5.4 mM, pH
7.5), contendo 2.5 mM ou 500 uM de UDP como substrato e 100 uM de composto. Para a
reacdo controle, foi adicionado DMSO 10% na concentracdo final devido a este ser o diluente
dos compostos e esta a concentracdo usada quando na presenca de inibidor.

O ensaio de atividade enzimética foi realizado pelo método do verde malaquita
(EKMAN, PIA; JAGER, 1993). Todas as rea¢des foram pré-aquecidas a 37°C por 3 minutos,
disparadas com 1ug de proteina e paradas pela adi¢do de 0.2 M de HCI, seguida pela adi¢do de
reagente colorimétrico (1:3 v/v de verde malaquita 0.2 % e molibidato de amonio 10 %, diluidos
previamente em HCL 4 M). As absorbancias foram mensuradas a 660 nm e convertidas para
nmol de fosfato usando uma curva padrdo de Na3;POs. Os resultados foram expressos como
porcentagem de inibicao.

As andlises estatisticas foram realizadas usando o método ANOVA (p<0,05) no

software GraphPad Prism 6.

3.6. Determinacao de IC50, Km and Vmax utilizando IL-09

O ensaio foi realizado pelo método do verde malaquita (EKMAN, PIA; JAGER, 1993)
como j4 descrito. Todos os testes foram realizados nas condi¢des 6timas, 37 °C, pH 7.5 e 10
minutos de reacdo. A reacdo foi composta de tampao de atividade (Tris 50 mM, HEPES 50
mM, MgCl,5 mM, NaCl 116 mM e KCI1 5.4 mM, pH 7.5).

Para determinagdo do ICso, foi utilizado 2.5mM de UDP como substrato e 0.1 uM, 0.5
uM, 1.0 uM, 5.0 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM, 100 uM, 150 uM de IL-09.

Para as reacoes controle foi adicionado DMSO nas mesmas quantidades finais utilizadas

para os compostos e os resultados foram obtidos comparando as atividades dos testes com seus
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respectivos controles. O grafico foi obtido com os dados de atividade transformados
(log[inibidor] x resposta) e normalizados, usando o software GraphPad Prism 6.

Para determinacdo de Kn € Vmax foram variadas as concentragcdes de UDP como
substrato (0.3 mM, 0.4 mM, 0.5 mM, 0.8 mM, 1.0 mM, 1.5 mM, 2.0 mM, 2.5 mM e 5.0 mM)
e de IL-09 como inibidor (1.64 uM, 3.28 uM e 6.56 uM). Para a curva controle 3.27 % de
DMSO foi adicionado e as reacOes foram realizadas na auséncia de inibidor. As curvas foram
obtidas por ajuste dos dados experimentais, por regressdo nao linear, utilizando a equacio de

Michaelis-Mentem, no software GraphPad Prism 6.

4. RESULTADOS

4.1. Alinhamento da LbNTPDase2 com NTPDases de mamiferos e

tripanossomatideos

Neste trabalho, a por¢ao que codifica para o ectodominio (S43-E425), foi utilizada para
obtencdo da construcdo no vetor pET28a e expressio da proteina recombinante. Um
alinhamento entre a sequéncia de aminodcidos da enzima recombinante e da ATP
diphosphohydrolase2 (LbrM.15.0030) disponivel no TriTrypDB mostra a identidade das
sequéncias (Anexo A).

A sequéncia do ectodominio da LbNTPDase2 foi alinhada com sequéncias de
NTPDases de diferentes espécies de Leishmania, Trypanosoma cruzi, isoformas 1 a 8 de
ENTPDases mamiferos e isoforma 2 de Rattus norvegicus (Anexo B). A Figura 1 mostra que
LbNTPdase2 apresenta as 5 regides conservadas de apirase (ACRs), preditas como importantes

para atividade (ZIMMERMANN, 2000).

HsNTPDasel JAGS ATAGMRL GOQEEGAYGWITIN
HsNTPDase2 ) ] ATAGMRL GOQEEGVEGWVTA
HsNTPDase3 /& D J ATAGMRL GOQEEGVYGWITA)
HsNTPDase4 CTAGMRI GECEGVYAWIGID
HsNTPDaseS ) ATAGLRL GSDEGILAWVTV)
HsNTPDase6€ ) ] ATAGLRL GEDEGVSAWITID
HsNTPDase7 ) \GMRL GECEGVYAWIGID
HsNTPDase8 /JEDAGS \GMRL GRAEGAEGWITV)
RnNTPDase2 IAGS ATAGMRP GQDEGVEGWVTA)
TcNTPDase AG ATAGLRR GREEGPLAWLTV)
LbNTPDase2 JID 3 ATAGLRL GBCEGVYGWLTV?
LmNTPDase2 GBCEGVYGWL TV
LaeNTPDase2 GBCEGVYGWL TV
LaNTPDase2 GBCEGVYGWL TV
LtNTPDase2 GBCEGVYGWL TV
LiNTPDase?2 GBCEGVYGWLTV?
LmxNTPDase2 GBCEGVYGWL TV )
LpNTPDase2 GBCEGVYGWLTWV) ATIDMGGAST(Q
LdNTPDase2 GBCEGVYGWLTV) ATIDMGGASTJ

Figura 1: Alinhamento miiltiplo de sequéncias de ENTPDases presentes em mamiferos e
tripanossomatideos. As ACR 1-5 sdo evidenciadas (preto). As sequéncias de aminodcidos foram alinhadas
usando o ClustalW?2 no programa MEGA X versao 10.2.5.
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4.2. Expressao e purificacio da rLbNTPDase2

A construcdo contendo a sequéncia que codifica para o ectodominio da LbNTPDase2
no vetor pET28a foi transformada em células E. coli BL21 (DE3) RIL competentes para
expressdo. Apds a determinacdo do melhor tempo de inducdo e concentracdo de IPTG, a
proteina foi recuperada a partir dos corpos de inclusdo em condi¢des desnaturantes e purificada
por cromatografia de afinidade a niquel por Fast Protein Liquid Chromatografy (FPLC). A
figura 2 mostra o perfil de purificacdo (Figura 2A) e a purificagdo de uma banda de tamanho
esperado de 45KDa identificada por SDS-PAGE e western blotting (Figura 2B).

Observamos, em menor propor¢do, a presenga de bandas menores do que o tamanho
esperado (Figura 2B). Uma vez que o anticorpo primadrio € especifico para cauda de histidina e
removemos a cauda C-terminal na construgdo, essas bandas indicam que sdo produtos de

degradacao parcial da proteina recombinante que mantém a presenca de porcoes da regido N-

terminal.
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Figura 2: Purificacio da LbNTPDase2 recombinante. (A) Cromatografia de afinidade ao niquel da
LbNTPDase2 recombinante usando FPLC no sistema Akta Purifier (GE). O eixo X mostra os volumes de
amostra e tampdo. O eixo Y mostra a deteccdo de proteina por absorbancia A280 (B) Coloragido por
Comassie do SDS-PAGE em gel de poliacrimlamida 10% e Western Blotting (WB), usando anticorpo
rpimdrio anti-polihistidina e anticorpo secundario conjugado com HRP. As setas indicam a banda predita
de 45 KDa. M- Marcador Precision Plus Protein ™ Unstained Protein Standards #1610363 (BIO-RAD) e
Spectra ™ Multicolor Broad Range Protein Ladder #26634 (Thermo Scientific), E-Eluig¢#o.
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4.3. Caracterizacao bioquimica da rLbNTPDase2

A préxima etapa consistiu em caracterizar bioquimicamente a rLbNTPDase2. Iniciamos
a caracterizacdo utilizando ATP e ADP como substratos por serem nucleotideos amplamente
utilizados pelas ENTPDases.

A proteina foi renaturada por diluicdo rdpida como descrito previamente para
rLINTPDase2 (VASCONCELLOS et al., 2014) e a atividade foi avaliada ao longo do tempo.
Nossos resultados mostram que a atividade ADPasica € detectada no tempo zero, ou seja, logo
ap6s a dilui¢do (254.28 nmol Pi/ mg.min!) e aumenta apés 24 horas de renaturaciio (1531.48
nmol Pi/ mg.min!), se mantendo até o dia 3 (72h), a partir do qual decresce (Figura 3A).
Diferentemente, a atividade ATP4sica apresenta baixos valores de hidrélise e mostra maior
atividade ap6s 48 horas de renaturacdo (205.55 nmol Pi/ mg.min™') (Figura 3A). Assim, ADP
foi escolhido como substrato para continuagdo da caracterizacdo e os demais testes foram
realizados 48 horas pds renaturacao.

As Leishmnioses apresentam-se em diferentes formas, dentre elas a forma visceral onde
0 parasito tem tropismo para 6rgaos internos e sua habilidade de resistir a temperaturas maiores
parece ser importante para a infe¢do (CALLAHAN et al., 1996). Considerando a infeccao por
espécies causadoras da forma tegumentar da doenca que levam a lesdes cutaneas e de mucosas,
temos a hipdtese de que as enzimas, como a NTPDase2 de L. braziliensis, possam apresentar
maior estabilidade em temperaturas préximas a temperatura da pele (QUINONEZ-DIAZ et al.,
2012). Assim, realizamos um teste de influéncia da temperatura na atividade nucleotidasica
(Figura 3B). Nossos resultados mostram que a enzima apresenta atividade similar nas diferentes
temperaturas e apesar de haver uma tendéncia a queda da atividade a 37 graus, ndo observamos
diferenca estatistica significativa.

Continuando a caracterizagdo da enzima e com objetivo de determinar um pH 6timo
para medida das atividades em geral, realizou-se a avaliacdo da dependéncia do pH para a
atividade nucleotidésica (Figura 3C). A enzima apresentou atividade 6tima em pH 8,0, porém,
nao houve diferenca significativa em relacdo ao pH 7,5. Assim, utilizamos o pH 7,5 na
temperatura de 37°C, pois esses parametros mimetizam a condi¢do celular e nos permitem fazer

inferéncias sobre a atividade no contexto da infecg¢ao.
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Figura 3: Caracterizacdo bioquimica da LbNTPDase2 recombinante: avaliacio da renaturacio e
dependéncia da temperatura e do pH. Atividade de hidrélise foi avaliada pelo método do verde malaquita. (A)
Teste atividade ATPDdésica durante ao tempo pds renaturagdo. B) Avaliacdo da sensibilidade da atividade
ADPisica em relacdo a temperatura e (C) Avaliacdo da atividade ADPasica em relagdo a variacdo de pH. Todos
os testes foram realizados usando 2.5 mM de substrato, 2.7 mM de MgCl, e 2 mM de CaCl, como cofatores, pH
7,5 em 10 minutos de reag@o, com excecao para o teste de pH que foi feito em variados pHs. Andlises estatisticas
foram feitas por ANOVA. As barras representam a média e desvio padrio de trés ou mais experimentos
independentes. Diferencas significativas sdo indicadas como asteriscos (p<0,05).
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Sabendo que enzimas da familia ENTPDase exibem dependéncia para céations
divalentes como Ca*" ou Mg, a atividade ADP4sica da rTLbNTPDase2 foi avaliada quanto a
dependéncia destes fons em diferentes concentracdes (Figura 4A). Nossos resultados mostram
que a enzima apresentou dependéncia de cétions divalentes para atividade. Na presenca de Ca**
ou Mg?** contaminante, ou seja, quando este fon ndo foi adicionado ao meio de atividade,
havendo somente possiveis tracos vindos dos reagentes do meio, a atividade variou de 80 a 103
nmol Pi/min.mg™! e esta foi nula na presenca de 5 mM dos quelantes de Mg?* e Ca’* (EDTA e
EGTA, respectivamente). Por outro lado, a atividade 6tima foi de 1605 nmol Pi/min.mg“ na
presenga de SmM de magnésio e 1114 nmol Pi/min.mg' na presenca de 5SmM de cilcio. No
geral, o0 Mg?* atuou melhor como cofator, com diferenca significativa nas concentracdes de
1,25 mM e 5 mM (Figura 4A).

Outra caracteristica cldssica da familia das ENTPDases € a hidrélise de substratos tri e
difosfatados e a incapacidade de hidrolisar AMP (ZIMMERMANN; ZEBISCH; STRATER,
2012). Assim, foram feitos os testes de preferéncia pelo substrato incluindo o AMP. Como pode
ser visto na figura 4B, os resultados demostram que a rLbNTPDase-2 hidrolisa substratos tri e
difosfatados na presenga de ions divalentes e nao hidrolisa AMP. Foi observada maior hidrélise
dos nucleotideos UDP (4936.43 nmol Pi/ min/ mg) e GDP (4296.29 nmol Pi/ min/ mg), seguida
pela hidrélise de ADP (1829.86 nmolPi/ min/ mg) e GTP (1153.77 nmolPi/ min/ mg) (Tabela
1). A ordem de atividade para os diferentes substratos foi UDP>GDP>ADP>GTP>ATP=UTP.

Observamos que a enzima apresenta menor atividade para os nucleotideos trifosfatados
testados, o que indica que ela € mais NDPase do que NTPase com taxa de hidrélise ATP: ADP=
0,072, ADP: ATP= 13,84, GTP: GDP= 0,268, GDP: GTP= 3,723, UTP: UDP= 0,016 ¢ UDP:
UTP= 60,01 (Tabela 2).
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Figura 4: Caracterizacio bioquimica da LbNTPDase2 recombinante: avaliacio da dependéncia de cations
divalentes e preferéncia pelo substrato. Atividade de hidrélise foi avaliada pelo método do verde malaquita. (A)
Teste de preferéncia de cofator usando ADP como substrato, pH 7,5 em 10 minutos de reacdo. (B) Teste de
preferéncia de substrato usando 2.5 mM de ATP, ADP, GTP, GDP, UTP ou UDP, 5 mM de MgCl, pH 7,5 em 10
minutos de reagdo. Andlises estatisticas foram feitas por ANOVA e as barras representam média + desvio padrao
de trés ou mais experimentos independentes. Diferengas significativas sdo indicadas como asteriscos (p<0,05).



Tabela 1: Atividade nucleotidasica para hidrélise de substrato. Atividade de hidrdlise
foi avaliada pelo método do verde malaquita a 37°C, pH 7,5 na presenca de 5 mM de MgCl,
como cofator. Os valores de hidrélise sdo expressos em nmol Pi/min.mg"! e porcentagem
de atividade em relagdo a hidrélise de UDP. Os valores em parénteses representam as
médias e desvios padrio de trés ou mais experimentos independentes.

Substrato

ATP

ADP

GTP

GDP

UTP

UDP

Atividade

(nmol Pi/ min.mg™")

132.19 (+ 56.28)
1829.86 (& 203.45)
1153.77 (+ 133.24)
4296.29 (+ 152.39)
80.91 (& 90.49)

4936.46 (+212.30)

Atividade Relativa
(%)
2.67% (+1.01)
37.06% (+2.99)
23,46% (* 3.55)
87.03% (+ 1.44)
1.63% (+ 1.86)

100%

Tabela 2: Taxa NTP: NDP e NDP: NTP para os nucleotideos de adenina e uridina.
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Substrato NTP: NDP Substrato NDP: NTP
ATP: ADP 0,072 ADP: ATP 13,84
GTP: GDP 0,268 GDP: GTP 3,723
UTP: UDP 0,016 UDP: UTP 61,01

4.4. Ensaios de atividade com inibidores parciais de NTPDases

Para confirmar que a rLbNTPDase € uma apirase genuina, avaliamos a atividade na

presenca de inibidores conhecidos por inibir ectoenzimas ou fosfatases. Suramina (100uM),

antagonista competitivo de receptores P2, que mostrou inibi¢do parcial da ecto-ATPase de T.

cruzi e da NTPDase2 recombinante de L. infantum (SANTOS et al., 2009; VASCONCELLOS

et al., 2014); DIDS, um inibidor impermedvel de Ecto-ATPases, cuja inibicdo de ectoATPases

de T. cruzi, L. tropica e L. amazonenses tem sido demonstrada na literatura (BISAGGIO et al.,
2003; GOMES et al., 2015; MEYER-FERNANDES et al., 1997); azida sédica um inibidor de
ATPase mitocondrial e inibidor parcial da ecto-ATPase de 7. cruzi (FIETTO et al., 2004).
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Molibitado de amonio, inibidor de 5’ectonucleotidase e fosfatase acida (GOTTLIEB; DWYER,
1983); fluoreto de sédio, inibidor classico de fosfatases (FREITAS-MESQUITA; MEYER-
FERNANDES, 2017).

Suramina (100uM), azida sédica (2 mM) e molibidato de amdnio (3 uM) foram
utilizados nas concentragdes testadas previamente para avaliar a inibicao da rLicNTPDase2
(VASCONCELLOS et al., 2014). DIDS (100uM) utilizado como avaliado para ENTPDase de
L. amazonenses (GOMES et al., 2015). Fluoreto de s6dio (1 mM) utilizado na concentragao
testada previamente para avaliar a atividade ecto-ATPase em L. tropica (MEYER-
FERNANDES et al., 1997).

A tabela 3 mostra os valores de atividade relativa para cada inibidor na presenga de 2.5
mM de ADP ou UDP como substratos. Nossos resultados mostram que a suramina (100 pM)
foi capaz de inibir a atividade ADPasica em 27,86 % (Figura 5A; Tabela 3) e UDPdasica em
50,42 % (Figura 5B; Tabela 3). DIDS (100 uM) foi capaz de reduzir em 41,79 % a atividade
UDP4sica (Figura 5C; Tabela 3). NaF (1 mM) e molibidato de amdnio (3uM), inibidores
classicos de fosfatases, ndo apresentaram inibi¢do da atividade enzimatica (Figuras 5A e 5B;
Tabela 3). Azida soédica (2 mM), que apresenta inibi¢ao parcial para a NTPDasel de T. cruzi,
também nao apresentou inibicao da atividade para nenhum dos substratos testados (Figuras SA
e 5B; Tabela 3).

Com base nos resultados obtidos, concluimos que a rTLbNTPDase2 é uma verdadeira
NTPDase com atividade candnica de apirase, pois € capaz de hidrolisar nucleotideos tri e
difosfatados, na presenca de cations divalentes e € inibida por compostos conhecidos por inibir

outras ENTPDases.
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Figura 5: Efeito de inibidores de ectoenzimas e fosfatases na atividade. Atividade de hidrdlise foi avaliada
pelo método do verde malaquita, usando 2,5 mM de ADP (A) e UDP (B, C) como substratos. (C) Efeito do DIDS
(100 uM) na atividade UDPésica. Os testes foram realizados usando 5 mM de MgCL, pH 7,5 em 10 minutos de
reacdo. Andlises estatisticas foram realizadas utilizando ANOVA (A, B) ou Teste T (C) e as barras representam

média e desvio padrao de trés ou mais experimentos independentes. Diferencas significativas sdo indicadas como
asteriscos (p<0,05).
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Tabela 3: Atividade da rLbNTPDase-2 na presenca de inibidores de ectoenzimas e fosfatases.
Atividade de hidrdlise foi avaliada pelo método do verde malaquita a 37°C, pH 7,5 na presenca de 5
mM de MgCl, como cofator. A tabela mostra os valores de atividade relativa de hidrélise de ADP e
UDP em relagd@o ao controle. Os valores em parénteses representam os desvios padrao de trés ou mais

experimentos independentes. ND: ndo determinado.

Inibidor Atividade Relativa (%) Atividade Relativa (%)
(2.5 mM ADP) (2.5 mM UDP)
Controle 100% 100%
Suramina 72.14% (+ 3.03) 49.58% (+ 6.48)
NaF 100.50% (+ 2.90) 91.72% (+ 4.37)
Azida sédica 101.45% (£ 3.58) 93.32% (£ 5.16)
Molibdato de amonio 114.53% (£ 2.22) 87.14% (£ 11.67)
DIDS ND 58.21% (* 8.42)

4.5. Cinética enzimatica da rLbNTPDase2

Nucleosideos de adenosina e uridina sao os substratos com maior relevincia no contexto
celular, desencadeando respostas celulares pela ativacdo de receptores do tipo P2X e P2Y
(KUKULSKI et al., 2005). Sabendo que caracteristicas distintas de hidrélise das ENTPDases
podem modular de forma diferencial receptores do tipo P2 (KUKULSKI et al., 2005),
investigamos as caracteristicas cinéticas da rTLbNTPDase2, a fim de obter informacdes que nos
permitam discutir sobre sua possivel importancia na modulacao da sinaliza¢do purinérgica.

Desta forma realizaram-se experimentos para determina¢do de Ky € Vmax para UDP,
UTP, ADP e ATP. A figura 6 mostra que todos os substratos testados apresentaram cinética de
Michaelis-Menten. Nao conseguimos determinar os parametros cinéticos para o UTP, pois os
valores de hidrélise se apresentaram indetectdveis em concentragdes micromolares de substrato.
Nossos resultados mostram que a enzima exibe maior Vmsx para o UDP (10,16 nmol/ min.ug™')
e menor Ki, aparente para o ADP (0.64 mM), indicando maior afinidade por este substrato
(Tabela 4). O ATP apresentou alto valor de Ky, aparente (2.14 mM) e baixa Vmsx aparente (0.51
nmolPi/ug.min!) (Tabela 4), mostrando que a enzima hidrolisa pobremente este nucleotideo.

Quando analisamos a eficiéncia catalitica, os resultados mostram que a enzima hidrolisa
mais eficientemente o ADP, seguido do UDP e apresenta baixa efici€éncia de hidrélise de ATP.

(Tabela 4).
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Figura 6: Cinética enzimatica para ATP, ADP e UDP da LbNTPDase2 recombinante. Atividade de hidrélise
foi avaliada pelo método do verde malaquita a 37°C, pH 7,5 na presenga de 5 mM de MgCl, como cofator. Os
gréaficos de Michaelis-Menten demonstram o efeito da variagdo da concentraciio de nucleotideo na velocidade da
reagdo nucleotidasica. A) ATP B) ADP C) UDP. As curvas representam o ajuste dos dados experimentais por
regressdo ndo linear utilizando a equagdo de Michaelis-Menten no software GraphPad Prism. Os resultados sdo
expressos em nmol P/ min. pg™! e representam média e desvio padrio de trés ou mais experimentos independentes.
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Tabela 4: Determinacao de Km e Vmaxaparentes e eficiéncia: A tabela sumariza os valores de Ky,
e Vmix aparentes obtidos para hidrélise de ATP, ADP e UDP, bem como as eficiéncias cataliticas
obtidas para cada substrato. As atividades de hidrélise foram avaliadas pelo método do verde
malaquita. As condi¢des de reagdo foram 37°C, pH 7,5 e 5 mM de MgCl, como cofator. Os valores
em parénteses representam desvios padrdo de trés ou mais experimentos independentes.

Substrato K Vmax Keat/Km R square
(mM) (nmol/ min.ug™)
ATP 2.14 (£ 0.73) 0.51 (£ 0.07) 0,23 0.877
ADP 0.64 (=0.14) 3.80 (£ 0.39) 5,93 0.901
UDP 2.3 (£0.47) 10.16 (£ 1.19) 4,41 0.971

4.6. Inibicao da rLbNTPDase2 por compostos derivados da quercetina

Um grande desafio no tratamento da leishmaniose tegumentar consiste no
desenvolvimento de novas terapias, uma vez que o tratamento convencional com antimoniais
pentavalentes apresenta muitos efeitos adversos (VOLPEDO et al., 2021). Muitas abordagens
tém sido empregadas, visando aumentar a efetividade e minimizar os efeitos adversos, e apesar
de resultados promissores, ndo sdo sempre efetivas contra todas as espécies causadoras e formas
da doenca (AZIM et al., 2021). Nesse sentido, a busca por novas metodologias direcionadas a
fatores especificos do parasito s@o de suma importancia.

Os compostos derivados da quercetina tém sido estudados pelo nosso grupo de pesquisa
e colaboradores quanto ao seu potencial de inibi¢cdo para NTPDases, conhecidos fatores de
viruléncia em tripanossomatideos (MARIOTINI-MOURA, 2014; RIBEIRO, 2018).

Neste trabalho, avaliamos o papel da quercetina e dos compostos 1L-05, IL-06, IL.-09,
IL-18, IL-24, IL-35-f1 (Tabela 5) quanto aos seus efeitos sobre a atividade UDP4sica.

A tabela 5 mostra as estruturas dos compostos testados, a tabela 6 mostra os valores de
atividade enzimatica relativa ao controle para os diferentes compostos e a figura 7 mostra os
dados em visualizacdo grafica. Nossos resultados mostram que, na presenca de excesso de
substrato (2.5 mM) e mantendo os compostos a 100 uM, o IL-09 e o IL-05 foram os compostos
que apresentaram maior inibi¢do da atividade UDPasica, 92,88% e 88,41%, respectivamente
(Figura 7A; Tabela 6). IL-06 mostrou inibi¢ao de 23,86 % (Figura 7A; Tabela 6). Nao foi
observada inibi¢do dos demais compostos (Figura 7A). Quando reduzimos a concentracio de
substrato para 500 uM, mantendo os compostos em 100 uM observa-se que os compostos IL-

09, IL-05 e IL-06 apresentaram aumento nos valores de inibi¢do para 100%, 99,60%, 47,91%,
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respectivamente (Figura 7B; Tabela 6). Os compostos IL-18 e IL-35-f1, que nao haviam
apresentado inibi¢do, com a reducdo da concentragdo de substrato inibiram 44,33% e 24,87%

da atividade UDP4sica, respectivamente (Figura 7B; Tabela 6).

Tabela 5: Compostos derivados da quercetina. A tabela mostra
a estrutura da quercetina e de seus derivados IL-05, IL-06, IL-09,
IL-18, IL-24, IL-35-f1.

Composto Estrutura

Quercetina

IL-05

IL-06 ) o L7
IL-09
IL-18
IL-24

IL-35-f1




Atividade (%)

Tabela 6: Atividade UDPasica da rLbNTPDase2 na presenca de quercetina e
seus derivados. A tabela mostra os resultados de atividade nucleotidésica relativa
em relac@o ao controle expressos como porcentagem de atividade. Os valores em
parénteses representam o desvio padrio de 3 experimentos independentes.

Composto Atividade Relativa Atividade Relativa
(2.5 mM UDP) (500 uM UDP)
Controle 100% 100%
Quercetina 98.29% (+ 17.37) 95.87% (£ 16.71)
IL-05 11.58% (= 2.70) 0.40% (= 0.70)
IL-06 76.13% (+ 5.57) 52.09% (% 7.45)
IL-09 7.12% (+4.038) 0
IL-18 99.79% (+10.82) 55.67% (£ 1.82)
IL-24 110.96% (+ 8.60) 100.63% (£ 4.72)
IL-35-f 96.37% (+ 12.72) 75.13% (£ 9.68)
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Figura 7: Atividade UDPasica da rLbNTPDase2 na presenca de quercetina e seus derivados.
Atividade de hidrélise foi avaliada pelo método do verde malaquita na auséncia (controle) e na presenca de
quercetina, IL-05, IL-06, IL-09, IL-18, IL-24, IL-35-f1. A concentragdo final dos compostos foi 100 uM e
UDP foi usado como substrato na concentragdo final de 2,5 mM (A) ou 500 uM (B). Os testes foram
realizados a 37°C, pH 7.5 na presenca de 5 mM de MgCl, como cofator. Os valores de atividade sao
representados como porcentagem de atividade. Barras representam desvio padrdo (SD) de trés
experimentos independentes. Andlises estatisticas foram realizadas utilizando ANOVA e diferencas
significativas entre o controle e os compostos sdo mostradas com asteriscos (p<0,05).
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4.7. Determinacao de ICso, Km € Vmax na presenca de IL-09

O ICsp mede qual a concentracdo de determinado composto € exigida para inibir um
processo bioldgico pela metade e ¢ uma abordagem muito utilizada para avaliar inibi¢ao
enzimadtica para o desenho de drogas (CALDWELL et al., 2012).

Dos compostos testados, o IL.-09 apresentou maior habilidade em inibir a rLbNTPDase2
(Figura 7), assim este composto foi escolhido para a avaliacao do ICso.

Para avaliar o ICso, a concentracdo de IL-09 foi variada de 0.1 uM a 150 uM e UDP foi
utilizado como substrato na concentragao final de 2.5 mM. Nossos resultados mostram que o
IL-09 apresenta alta capacidade em inibir a atividade UDPasica da rLbNTPDase2, com ICso de
6.56 uM (Figura 8). Este baixo valor de ICsp indica uma alta afinidade do composto pela

enzima.
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Figura 8: Determinacio do ICso do composto IL-09. Atividade de hidrdlise foi avaliada usando o método do
verde malaquita e UDP foi usado como substrato na concentracdo final de 2,5 mM. Os testes foram realizados a
37°C, pH 7,5 na presenga de 5 mM de MgCl, como cofator. Barras representam desvio padrdo (SD) de trés
experimentos independentes. Graficos foram construidos com os dados de atividade transformados (log[inibidor]
x resposta) e normalizados, usando o software GraphPad Prism 6.

Posteriormente, avaliamos os parametros cinéticos da rLbNTPDase?2 para hidrélise de
UDP na presencga de diferentes concentracdes de IL-09, com o objetivo de determinar o tipo de

inibi¢do. A curva controle foi obtida na auséncia do composto, contudo foi adicionado DMSO
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na mesma concentragdo utilizada nos testes com o composto. A figura 9 mostra que, para as
menores concentragcdes de inibidor (1.64 uM e 3.28 uM), houve uma tendéncia a mudanga no
grafico de Michaelis-Menten, contudo nido foram observadas diferencas significativas nos
valores de Km € Vmax em relagdo ao controle. Esta tendéncia foi mais proeminente quando
utilizamos o composto na concentracao de 6.56 uM, para a qual foi observado aumento no valor

de Ki e diminui¢do da Vmsx em relagdo ao controle, indicando inibi¢do do tipo mista.

Controle
1,64 uM
3.28 uM
6.56 uM

f 1t

nmol Pi/ min. pg™!

UDP (mM)

Figura 9: Cinética enzimatica da rLbNTPDase2 na presenca de IL-09. Atividade de hidrdlise foi
avaliada pelo método do verde malaquita, utilizando diferentes concentragdes de UDP (0.3 mM a 5 mM) e
concentracdes fixas de IL-09 (1.64 uM, 3.28 uM e 6.56 uM). A reacg@o controle foi realizada na auséncia de
composto e foi adicionado DMSO na mesma concentragdo final usada para os compostos. Os testes foram
realizados a 37°C, pH 7,5 na presenca de 5 mM de MgCl, como cofator. Os resultados sdo expressos em
nmol P/ min. ug!' e as barras representam desvio padrdo (SD) de trés experimentos independentes. As curvas
foram obtidas por ajuste dos dados experimentais, por regressdo ndo linear, utilizando a equagdo de
Michaelis-Menten, no software GraphPad Prism 6.

A tabela 7 mostra os valores de Kim € Vmax obtidos para cada teste, bem como o desvio
padrdo para cada parametro avaliado. ANOVA foi realizada para comparar os valores de Ky, e

Vix € diferencas significativas (p<0.05) em relacdo ao controle sdo mostradas com asterisco

().
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Tabela 7: Determinacio de Km e Vmax na presenca de IL-09: Os valores de K € Vimsx foram obtidos na
presenca de diferentes concentracdes de UDP (0.3 mM a 5 mM) e de IL-09 (1.64 uM, 3.28 uM e 6.56 uM). A
reacao controle foi realizada na auséncia de composto e foi adicionado DMSO na mesma concentracao final usada
para os compostos. Os testes foram realizados a 37°C, pH 7,5 na presenga de 5 mM de MgCl, como cofator.
Anélises estatisticas foram realizadas utilizando ANOVA no software GraphPad Prism 6 (p<0,05) e sdo indicadas
com asterisco. ND: ndo determinado. NS: ndo significativo.

Km SD K p <0.05 Vmix SD Vimax R square p <0.05
(mM) (nmol/ min.ug™)
Controle 1.37 0.24 ND 5.12 +0.39 0.9010 ND
1.64 pM 2.57 0.67 NS 4.87 +0.67 0.8720 NS
3.28 yM 1.84 0.34 NS 4.17 +0.37 0.9118 NS
6.56 uM 5.09 1.73 * 3.13 +0.69 0.8815 *

5. DISCUSSAO

Este trabalho descreve a expressdo e caracterizagdo bioquimica da LbNTPDase-2
recombinante de L. (Viannia) braziliensis. Até entdo os estudos publicados avaliaram somente
a atividade ectonucleotidédsica nativa geral em parasitos vivos ou extratos proteicos onde a
enzima nio estd isolada e agregaram informacdes importantes para o entendimento desta
ectonucleotidase (LEITE et al., 2012; PORCINO et al., 2012; REZENDE-SOARES et al.,
2010). Porém, a andlise da atividade enzimdtica no parasito pode detectar hidrélise de
nucleotideos por outras ectonucleotidases sendo, portanto, dificil caracterizar e inferir sobre a
atividade enzimatica especifica. No nosso trabalho expressamos e purificamos a LbNTPDase2
de forma recombinante, sendo possivel o estudo bioquimico da enzima isolada o que pode
contribuir para melhor entendimento da enzima per si, de seus papeis bioldgicos e para o
desenvolvimento de inibidores que possam ser usados como possiveis alvos para o
desenvolvimento de novos tratamentos para a Leishmaniose tegumentar, uma vez que esta
proteina tem relevincia importante para a manifestacdo da doencga.

Inicialmente definimos a regido da enzima a ser expressa e alinhamos sua sequéncia
primdria com a da ATP difosfohidrolase 2 L. braziliensis (LbNTPDase2) e com NTPDases de
parasitos e mamiferos, confirmamos que ela possui as 5 regides conservadas de apirase preditas
como importantes para a catalise enzimatica (ZIMMERMANN, 2000), o que favorece a

obten¢do de uma enzima recombinante ativa, conforme feito anteriormente para as enzimas
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NTPDasel de 7. cruzi e NTPDasel e 2 de L. infantum (BASTOS et al., 2017; FIETTO et al.,
2004; MARIOTINI-MOURA et al., 2014; SANTOS et al., 2009; VASCONCELLOS et al.,
2014).

A fim de obter melhor expressdo da proteina recombinante em sistema bacteriano,
otimizamos a sequéncia correspondente ao ectodominio para expressdo em E. coli e obtivemos
comercialmente as constru¢cdes no vetor de expressio pET28a. Com esta construgdo
padronizamos a expressao e a purificacio da enzima a fim de obté-la em boas condi¢des para
sua caracterizagdo. Nossos resultados mostram que a enzima estd presente na fracdo solivel,
contudo, ndo conseguimos isolar a proteina a partir desta fragdo, uma vez que ela foi eluida na
presenca de contaminantes na purificacao por cromatografia de afinidade ou precipitou no teste
utilizando sulfato de amonio. Assim, iniciamos testes para obter a enzima a partir dos corpos
de inclusdo. Apés purificagdo da amostra recuperada a partir desta fracdo, foi possivel
confirmar por SDS-PAGE e western blotting a presenca de uma banda com o tamanho predito
para a proteina recombinante (45 KDa). Observamos também a presenc¢a de bandas de tamanhos
menores, que apresentam afinidade pela coluna de afinidade e eluem junto com a banda de 45
KDa, o que indica que sdo fragmentos da proteina contendo a regido N-terminal, onde se
encontra a cauda de histidina.

A literatura reporta a existéncia de bandas de 48 KDa e 43 KDa para LbNTPDase2 em
estudos com a enzima nativa (PORCINO et al., 2012; REZENDE-SOARES et al., 2010). A
banda de 43 KDa havia sido sugerida como resultante de processamento proteolitico pds-
traducional no parasito (PORCINO et al., 2012). A banda de 45 KDa é compativel com a
expressao do ectodominio que ndo inclui a regido de peptideo sinal amino terminal que contém
uma regido hidrofébica. A observacdo de bandas menores em nossos resultados, sugerem a
susceptibilidade a protedlise também apds expressdo em sistema bacteriano, contudo com
fragmentos de tamanho diferentes do descrito na literatura, uma vez que a proteina de partida
também € menor.

A enzima foi renaturada como descrito na literatura para rLiNTPDase2
(VASCONCELLOS et al., 2014) para a caracterizagdao bioquimica. Os resultados mostram que
a rLbNTPDase2 é uma verdadeira apirase que hidrolisa nucleotideos tri e difosfatados na
dependéncia de cétions divalentes como cdlcio e magnésio, conforme esperado para enzimas
desta familia (ROBSON; SEVIGNY:; ZIMMERMANN, 2006).

Diferentes NTPDases apresentam diferencas quanto ao uso de cétions divalentes para
atividade. A rLicNTPDase?2 caracterizada por nosso grupo de pesquisa, ndo mostra preferéncia

por cdlcio ou magnésio (VASCONCELLOS et al., 2014). Para as enzimas de 7. gondii a
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variante TgNTPDase3 exibiu preferéncia para magnésio, especialmente para a hidrélise de
ATP, enquanto a TgNTPDasel sugere uma leve preferéncia pelo calcio como cofator (KRUG
et al., 2012). NTPDase6 humana exibe uma leve preferéncia para o cdlcio enquanto a
NTPDase5 mostrou maior atividade na presenca de magnésio (IVANENKOV; MURPHY -
PIEDMONTE; KIRLEY, 2003; MURPHY-PIEDMONTE; CRAWFORD; KIRLEY, 2005).
Em nossos resultados, observamos diferenga estatistica quando utilizamos cloreto de magnésio
nas concentragdes de S mM e 1,25 mM, o que indica que o magnésio pode atuar melhor como
cofator da rLbNTPDase?2.

Durante o ciclo de vida, o parasito se transforma nas formas amastigotas, que residem
no ambiente acidico dos fagolisossomos (pH 4.7-5.2) (ANTOINE et al., 1990). Apesar da
membrana celular do amastigota ser exposta e adaptada ao ambiente dcido do vacuolo
parasitéforo, os amastigotas mantém um pH neutro intracelularmente por meio de mecanismos
extrusdo de prétons. Diferentemente, o sistema de captacdo de nutrientes em formas
promastigotas funcionam otimamente em pH neutro (BURCHMORE; BARRETT, 2001).

Atividade de hidrolise detectada para rLbNTPDase2 em pHs é4cidos, sugere que esta
enzima seja ativa neste estdgio evolutivo. Contudo, os maiores valores de atividade observados
em pH neutro sugerem um papel mais importante desta enzima nas formas promastigotas.

Escolhemos o pH 7,5 para continuar os experimentos, uma vez que este valor € proximo
de pH neutro e mantém uma atividade enzimética semelhante a atividade 6tima obtida em pH
8. Assim, podemos melhor inferir sobre o papel desta enzima na forma promastigota, que
medeia os processos iniciais na infec¢do. Além disso, testes de infecc¢ao in vitro sao realizados
no nosso laboratério e utilizam meio em pH7,2, entdo o uso do pH 7,5 permite uma melhor
comparagdo sem perda significativa de atividade.

Quando testamos inibidores de outras nucleotidases e inibidores parciais das NTPDases
observamos que a atividade foi parcialmente inibida por suramina e DIDS. Sendo estes
compostos conhecidos por inibirem outras NTPDases, esse dado corrobora que expressamos
uma NTPDase ativa e que a rLbNTPDase2 é mesmo uma NTPDase clédssica (BISAGGIO et
al., 2003; BORGES et al., 2008; MEYER-FERNANDES et al., 1997; VASCONCELLOS et
al., 2014).

Rezende-Soares e colaboradores (REZENDE-SOARES et al., 2010), caracterizando a
atividade de ATP difosfohidrolase (que seria a LbNTPDase2) em preparacdes de
promastigotas, observaram atividade especifica de 724 (+341) nmol Pi/ mg. h™! para o ATP e

603 (+451) nmol Pi/ mg. h™! para o ADP. A atividade ATP4sica foi reduzida em 53% com o
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uso de ortovanadato de sédio, indicando que parte da atividade ATP4sica observada poderia ser
reflexo da hidrélise por ATPases do tipo P.

O mesmo trabalho observou que a azida sddica inibiu em 58% a atividade ATPasica
sugerindo que este composto possui acdo sobre a ATP difosfohidrolase, inibindo a sua
atividade. Contudo quando avaliamos o efeito da azida sédica sobre a hidrélise de ADP e UDP
pela enzima recombinante ndo observamos efeito inibitdrio, sugerindo que este composto ndao
apresente inibicado especifica para LDLNTPDase?2 e que a reduc¢do na taxa de hidrolise observada
in vivo seja em decorréncia da inibicdo de outras enzimas.

Com relagdo a preferéncia pelo substrato, a enzima recombinante hidrolisou pobremente
os substratos trifosfatados de adenosina e uridina € em maior quantidade os substratos
difosfatados, com ordem UDP>GDP>ADP>GTP>ATP=UTP. Diferentemente, a rLiNTPdase2
apresenta o maior valor de hidrdlise para o GTP (GTP>GDP=UDP>ADP>UTP=ATP) e a
TcNTPDase-1 utiliza GDP e UDP na mesma proporcdo e também ADP e ATP de forma
semelhante (GDP=UDP> GTP = UTP >ADP= ATP) (MARIOTINI-MOURA et al., 2014;
VASCONCELLOS et al., 2014). A despeito das diferengas quanto a preferéncia de hidrélise,
as enzimas recombinantes de T. cruzi (MARIOTINI-MOURA et al., 2014) e Leishmania
infantum (VASCONCELLOS et al., 2014), caracterizadas por nosso grupo de pesquisa,
exibem, de forma geral, acentuada hidrélise de nucleotideos difosfatados.

Historicamente, a taxa de hidrélise NTP: NDP foi amplamente utilizada como base para
classificacdo de Ecto-ATPases em dois principais grupos: apirases que, frequentemente,
hidrolisam NTPs e NDPs a taxas semelhantes e ATPases que exibem maior hidrélise de NTPs
(SMITH; LEWIS CARL; KIRLEY, 1999). Contudo, a medida que novas enzimas foram
caracterizadas, observaram-se novas caracteristicas de hidrélise, sendo necessaria a definicdo
de uma nova nomenclatura. Atualmente as NTPDases de vertebrados sdo nomeadas como
NTPDases 1 a 8, dependendo de suas caracteristicas. NTPDasel (CD39, ecto-apyrase, ecto-
ATP diphosphohydrolase) hidrolisa ATP e ADP em proporcdo semelhante. NTPDase2
(CD39L1, ecto- ATPase) possui uma preferéncia 30 vezes maior para a hidrélise de ATP em
relacdo a ADP. NTPDase3 (HB6) possui caracteristica intermediaria e hidrolisa ATP cerca de
3 vezes melhor que ADP (ZIMMERMANN, 2001). NTPDase4 humana possui duas isoformas
caracterizadas e hidrolisam nucleotideos tri e difosfatados, mas ATP e ADP em menor
extensdo. NTPDase5 e NTPDase6 possuem uma alta preferéncia por nucleosideos difosfatados,
na qual o ADP € hidrolisado pobremente. NTPDase7 hidrolisa preferencialmente UTP, GTP e

CTP, mas ATP e nucleosideos difosfatados em menor extensao. NTPDase& hidrolisa ATP e
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UTP de forma semelhante e possui alta preferéncia por nucleosideos difosfatados
(ZIMMERMANN; ZEBISCH; STRATER, 2012).

Nossos dados corroboram que a rTLbNTPDase é caracteristicamente uma nucleotidase
com preferéncia por nucleotideos difosfatados e que, se comparada com as enzimas de
mamifero, a LbNTPDase2 é mais proxima bioquimicamente das NTPDases 5 e 6, isoformas
mais relacionadas as ENTPDases de tripanossomatideos (IVANENKOV; MURPHY-
PIEDMONTE; KIRLEY, 2003; MURPHY-PIEDMONTE; CRAWFORD; KIRLEY, 2005;
VASCONCELLOS et al., 2014).

A literatura reporta, em ensaios utilizando promastigotas, uma taxa ADP:ATP proxima
a 1 (REZENDE-SOARES et al., 2010). Nossos resultados de atividade para a enzima
recombinante mostram atividade especifica de 132.19 (£56.28) nmol Pi/ min.mg ™! para o ATP
e 1829.86 (+203.45) nmol Pi/ min.mg™! para o ADP, com uma taxa ADP: ATP de 13.84.

Importante considerarmos que as diferencas observadas podem ser ambas genuinas e a
maior hidrélise de ATP observada in vivo pode ser resultante, ndo apenas das metodologias
utilizadas, mas também reflexo das complexidades inerentes ao contexto celular, como
quantidade de proteina expressa na membrana e processos que modulam a atividade, como a
formacao de oligbmeros e presenga de regido transmembrana (GRINTHAL; GUIDOTTI, 2000;
HICKS-BERGER et al., 2000; KRUG et al., 2012; ZEBISCH; STRATER, 2008).

A NTPDase 6 humana foi estudada na forma soluvel e ligada a membrana de células
COS de mamiferos. A forma solivel hidrolisa preferencialmente nucleosideos difosfatados e a
forma ligada a membrana € capaz de hidrolisar ATP, UTP e CTP melhor que seus respectivos
nucleosideos difosfatados (HICKS-BERGER et al., 2000). Logo, comparando o perfil de
hidrélise in vivo disponivel na literatura e nossos resultados de atividade para o ectodominio da
LbNTPdase2, podemos sugerir que as diferencas observadas em ensaios no parasito possam ser
influenciadas também pela presenca de regido transmembrana, direcionado a uma maior
hidrélise de ATP.

Porém ndo podemos também afastar a hipétese de que nos experimentos in vivo outras
enzimas possam estar agindo e que os dados nao refletem a acdo exclusiva da LbNTPDase?2.
Assim, os nossos dados tém importante relevancia, pois descrevem pela primeira vez as
caracteristicas enzimaticas da LbNTPDase pura (mesmo que em sua forma recombinante).

ATP e UTP sdo liberados pelas células e, juntamente com seus produtos de degradacao
(ADP e UDP), desencadeiam repostas pela interacdo com receptores purinérgicos

(BURNSTOCK; BOEYNAEMS, 2014). Apesar de haver um crescente entendimento sobre o
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papel dos nucleotideos de uridina na sinalizacdo purinérgica, o papel do ATP € mais bem
compreendido e estudado.

Em condicdes normais o ATP extracelular existe em concentragdes nanomolares (400-
700 nM) (BOURS et al., 2006) e tais niveis podem aumentar em resposta a diferentes estimulos
como infec¢do, inflamacao e injiria (DOSCH et al., 2018). Em regido de tumor, a concentracio
de ATP pode atingir concentracdo de centenas de micromolares (PELLEGATTI et al., 2008).
Ainda, células inflamatdrias migram em resposta a um gradiente de nucleotideo, se movendo
em direcdo a regido de maior concentracdo. No sitio de inflamacgdo essas células sdo expostas
a alta concentra¢do micromolar ATP (centenas de micromolares), que atua como sinal de parada
da migracdo (DI VIRGILIO; VUERICH, 2015).

Diferentemente do demais receptores, que sido ativados por concentragdes baixas
micromolares de nucleotideos, o receptor P>X7 possui um alto limiar para ativagao por ATP
(ECso: 100-780 uM) (BOURS et al., 2006). Estudo avaliando a formagdo de protusdes na
membrana de osteoblastos, mostrou que P»X7, quando na presenga de concentracOes
fisiolégicas de Ca*™ e Mg* extracelulares, requereu 1mM de BzATP para gerar resposta
(PANUPINTHU et al., 2007).

A literatura reporta que NTPDases humanas, conhecidas por modular o sistema de
sinalizacdo purinérgico, apresentam K., para diferentes nucleotideos na faixa micromolar:
NTPDasel (Km ATP: 10-200 uM), NTPDase2 (K ATP: 70 uM), NTPDase3 (K ATP: 75
uM), NTPDase 4 (K, UDP, GDP: ~200-500 uM), NTPDase5 (Kn GDP: ~130 uM), NTPDase
8 (Km ATP: 81-226 uM) (ZIMMERMANN; ZEBISCH; STRATER, 2012). Neste sentido,
apesar do alto limiar de ativacdo do receptor P>X7, os valores de K obtidos para o ATP e
demais nucleotideos ndo sugerem uma participacdo da LbNTPDase2 na desativacdo de
receptores purinérgicos. Contudo, a hidrélise de ATP e ADP teria importancia para geracdo de
adenosina, em circunstancias nas quais o espago extracelular estaria exposto a alta concentragcao
milimolar destes nucleotideos. Além disso, ndo podemos excluir a participa¢do desta enzima
na geragdo de AMP, que seria utilizado pela 5 ectonucleotidase para geracdo de adenosina,
cuja funcdo modulatoria é conhecida. A ligagcdo a receptores do tipo A2 leva a efeitos anti-
inflamatdrios como inibicdo da liberacdo de TNF-a e aumento da producdo de IL-10 por
macrofagos (BURNSTOCK; BOEYNAEMS, 2014). Adenosina leva a diminuicdo de
mediadores pro-inflamatérios em macréfagos como IL-12, 6xido nitrico e superdxido
(HASKO; PACHER, 2012). Além disso adenosina pode ser incorporada pelo parasito, uma vez
que Leishmania ndo apresenta via de novo de purinas (J. JOSEPH MARR; RANDOLPH L.
BERENS E DONALD J. NELSON, 1978).
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Diferentemente do ambiente extracelular, intracelularmente o ATP apresenta-se em
maiores concentracoes (ATP: 3—10 mM) (BOURS et al., 2006). Assim, as caracteristicas de
hidrélise observadas para rLbNTPDase2, podem indicar que esta enzima tenha fungao
importante em localizacdes subcelulares no parasito e na fase intracelular do ciclo de infecao.

De fato, essa enzima foi identificada em diferentes locais em formas promastigotas de
L. braziliesnsis como membrana plasmaética, bolso flagelar, flagelo, mitocondria, cinetoplasto,
nucleo e vesiculas citoplasmdticas (PORCINO et al., 2012). E recentemente, foi também
identificada em formas amastigotas (PORCINO, 2016).

A distribui¢do ubiqua desta enzima € confirmada em outras espécies. Em L. infantum
chagasi, a NTPDase?2 foi identificada em amastigotas (MAIA et al., 2019) e na superficie
celular, mitocondria, nucleo, cinetoplasto, flagelo, bolso flagelar e vesiculas de formas
promastigotas (VASCONCELLOS et al., 2014). Em promastigotas de L. amazonensis, a
isoforma de 58 KDa-63KDa foi identificada na membrana celular, mitocondria, nicleo, flagelo,
bolso flagelar e vesiculas citoplasméticas (DETONI et al., 2013).

Estudo para a isoforma menor da NTPDase de Leishmania major mostra que o mutante
nulo leva a formacido de LPG mais curtos e indica seu papel na geracio de UMP, importante
para manuten¢do do transporte de acticar-nucleotideo no Golgi (SANSOM et al., 2014).

Em L. amazonenses as formas amastigotas apresentam maior atividade
ectonucleotidasica que promastigotas, o que indica um papel importante dessas enzimas na fase
intracelular do parasito (PINHEIRO et al., 2006).

Com base no exposto até aqui, podemos inferir que a distribui¢do ubiqua da
LbNTPDase2 (PORCINO et al., 2012) e suas caracteristicas de hidrdlise apontam para sua
participacdo em diferentes vias de sinalizagdo no parasito e durante a infeccdo, mas uma
improvavel atuacdo na desativacdo de receptores que possuem baixo limiar de ativacdo.
Contudo, é possivel que essa atuagdo exista em nivel de microambientes externos especificos
onde haja a liberacdo macica de nucleotideos sinalizadores e onde as NTPDases e os
purinoreceptores possam estar concomitantemente localizados proximamente.

Em Leishmania, viruléncia e alta hidrélise de ATP, ADP e AMP tém sido relacionadas
na literatura e NTPDases do parasito t€ém sido sugeridas como responsiveis por esse processo
(BERREDO-PINHO et al., 2001; GOMES et al., 2015; MAIOLI et al., 2004; MARQUES-DA-
SILVA et al., 2008). Avaliando as caracteristicas cinéticas de NTPDases de
tripanossomatideos, sdo demonstrados valores milimolares de K para o ATP em NTPDases
de diferentes espécies na literatura: Tripanosoma brucei (ATP: 1.57 mM) (DE SOUZA LEITE
et al., 2007), Leishmania donovani (ATP: 5.76 mM) (SINHA et al., 2016) e NTPDasel de
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Toxoplasma gondii (ATP/Ca*?: 2.4 mM; ATP/Mg™: 3.4 mM) (KRUG et al., 2012).
Interessantemente a NTPDase3 de T. gondii apresenta valores micromolares de K, para o ATP
(ATPCa*%: 0.572 mM; ATPMg*Q: 0.8 mM), maior efici€ncia catalitica e ocorre em cepas mais
virulentas do parasito (KRUG et al., 2012). Baixo valor de Ky, para ATP na faixa micromolar
também € observado para NTPDasel de Trypanosoma cruzi (0.096 mM), indicando que esta
enzima possa atuar na desativacdo de receptores do tipo PX7 (MARIOTINI-MOURA et al.,
2014). Considerando todos estes dados e os dados obtidos neste trabalho ainda é dificil afirmar
ou excluir a participacdo direta das NTPDases dos parasitos na regulacdo da sinalizacdo
purinérgica sendo necessdrio que investigacdes mais diretas destes eventos sejam feitas.

L. braziliensis apresenta um espectro de manifestacdes clinicas que incluem, em alguns
casos, o desenvolvimento de lesdes ulcerosas graves e de lesdes desfigurantes de mucosas. A
literatura reporta que isolados mais virulentos apresentam maior hidrolise de ATP, ADP e
AMP. Interessantemente, foi identificada a existéncia de polimorfismos no gene da NTPDase-
2, o que poderia explicar as diferencas de atividade e viruléncia observadas (LEITE et al.,
2012). Contudo, estudos comparativos entre essas cepas, avaliando a hidrdlise de ATP pelas
variantes enzimaticas ainda precisam ser realizados e auxiliariam no entendimento de como os
polimorfismos alteram a cinética e estariam relacionados com a viruléncia destas cepas.

Assim, poderiamos especular que determinadas espécies e isolados possam modular
melhor a sinalizacdo purinérgica, de acordo com as carateristicas estruturais e cinéticas
apresentadas por suas NTPDases. Neste contexto, a capacidade de gerar substrato para
producgido de adenosina e de desativar receptores que medeiam inflamagao estaria relacionada a
melhor evasdo do sistema imune e melhor estabelecimento da infec¢cdo pelo parasito. Contudo,
faltam informacdes também sobre as caracteristicas cinéticas de NTPDases em parasitos que
auxiliem neste entendimento.

A ultima parte deste trabalho avaliou possiveis novos inibidores da LbNTPDases
baseados em derivados ndo naturais da quercetina. O potencial terapéutico da quercetina tem
sido explorado, mostrando sua ampla acdo como molécula antioxidante, antimicrobiana,
antidiabetes, antitumor, neuroprotetiva e cadioprotetiva (SALEHI et al., 2020).

Uma vez que NTPDases tém sido demonstradas como importantes fatores de viruléncia
em parasitos, os papéis da quercetina atuando como molécula antiparasitiria e moduladora da
sinalizacdo purinérgica sdo de especial relevancia (BALDISSARELLI et al., 2016; FONSECA-
SILVA et al., 2011, 2013; MAMANI-MATSUDA et al., 2004; ROCKENBACH et al., 2013;
TASDEMIR et al., 2006).
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Assim, nosso grupo de pesquisa se propds a investigar a acao da quercetina e de alguns
derivados ndo naturais em estudos com 7. cruzi e Leishmania. Quercetina, miquelianina e os
derivados ndo naturais IL-09 e IL-05 foram capazes de inibir a NTPDasel recombinante de 7.
cruzi. O composto 1L-09, que mostrou maior capacidade inibitdria foi apontado pelos autores
como importante alvo de estudo para o desenvolvimento de tratamentos para Doenca de Chagas
(RIBEIRO, 2018). Semelhantemente, os compostos IL-09 e IL-05 foram capazes de inibir a
rLbNTPDase2, com IL-09 apresentando maior capacidade inibitdria (92,88% e 100%) nas duas
concentracdes de UDP avaliadas. O composto IL-05, que apresentou inibi¢cdo em torno de 50%
para enzima recombinante de 7. cruzi, foi capaz de inibir em maior extensdo a rLbNTPDase2
(88,41% e 99,60%). Apesar de haver um aumento na inibi¢cdo pelo composto IL-09 na presenca
de menor concentragdo substrato, este composto ja apresenta alto valor de inibicdo em altas
concentracdoes de UDP. Esses resultados, juntamente com o baixo valor de ICso de 6.56uM,
indicam uma alta capacidade de interagao do composto com a enzima, na qual a presenca do
substrato pode nao ser o fator determinante para modular a interacdo. Essa ideia é reforcada
quando analisamos os dados cinéticos da enzima na presenca de diferentes concentragcdes de
IL-09. Como observado para a concentragdo de 6.56uM, a presenca do inibidor ocasiona
mudanca nos dois parametros, Km € Vmsx, indicando um perfil de inibi¢cao do tipo misto. Este
tipo de inibi¢@o apresenta caracteristicas tanto da inibi¢do competitiva quanto da incompetitiva.
O inibidor se liga tanto a enzima quanto ao complexo enzima substrato (ROSKOSKI, 2007).

Diferente do observado para NTPDasel recombinante de 7. cruzi, ndo observamos
inibicdo da rLbNTPDase?2 pela quercetina. Além disso, os derivados IL-18 e IL-35-f1, foram
capazes de inibir 44,33% e 24,87% da atividade da LbNTPDase2, em concentragdo menor de
substrato (500 uM), respectivamente. Para estes compostos a presenca do substrato parece
modificar a capacidade inibitéria e pode indicar um perfil de inibicdo competitivo. Contudo tal
constatacdo ainda requer uma investigacdo mais aprofundada sobre a cinética da enzima na
presenca destes inibidores.

Avaliando a estrutura dos compostos, de forma geral, a adi¢do de uma porg¢ao glicosidica
promove um ganho de inibi¢do como observado para os compostos 1L-35-f1, IL-18, IL-06, IL-
05 e IL-09. Contudo, o composto IL-24, que possui metilas nos anéis fendélicos ndo apresentou
inibicdo mesmo em concentragdo baixa de substrato. Isso pode indicar que adicao de metila dos
grupamentos fendlicos leva a uma diminuicdo da capacidade de interacdo do composto.
Interessantemente, hd um ganho de inibicio quando as metilas sdo associadas a grupamento
glicosidico acetilado como demonstrado pelo composto IL-18, que apresentou inibi¢do de

44,33%.
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Os compostos IL-05 e IL-09, que apresentaram maior capacidade inibitdria, possuem
porc¢do glicosidica e grupos benzilas (Bn) substituindo o hidrogénio das hidroxilas fendlicas.
Considerando a alta inibi¢do observada e a auséncia de benzilas nos demais compostos,
podemos inferir que a presenca desse grupamento seja determinante para promover alta
inibi¢do. O grupo benzila possui maior raio e isso pode ser determinante na disposicao espacial

do composto na regido de interacdo com a proteina.

6. CONCLUSAO

Diante de tudo o que foi discutido até o0 momento, nossos resultados evidenciam que a
rLbNTPdase2 possui caracteristicas comuns a outras NTPDases, como presenca de 5 regides
conservadas de apirase, hidrélise de substratos tri e difosfatados na presenca de ions divalentes
e auséncia de hidrélise de AMP. Ainda, a enzima recombinante foi inibida por suramina e
DIDS, conhecidos por inibir outras NTPDases.

O alto valor de Km para os nucleotideos testados sugere que seja improvavel sua
participacdo na desativacdo de receptores purinérgicos com baixo limiar de ativacdo. Contudo,
€ possivel que essa atuacdo exista em nivel de microambientes externos especificos onde haja
a liberacdo macica de nucleotideos sinalizadores e onde as NTPDases e os purinoreceptores
possam estar concomitantemente localizados proximamente. Além disso, suas caracteristicas
cinéticas sugerem importancia no ambiente intracelular, onde hd maior concentragdo de
nucleotideos. Adicionalmente, capacidade de hidrolisar ADP e ATP, sugere que a enzima pode
modular a sinaliza¢ao via geragao de adenosina em atuagdo conjunta com a 5’ -ectonucleotidase.

Avaliamos o potencial de inibicio de compostos derivados da quercetina sobre a
atividade enzimatica. Alguns dos compostos testados foram capazes de inibir a TLbNTPDase2.
Semelhante ao observado para NTPDasel de 7. cruzi, o composto IL-09 apresentou maior
capacidade inibitéria, reforcando seu potencial como possivel inibidor de outras NTPDases.

Estudos futuros devem ser desenvolvidos a fim de elucidar a forma de interacdo deste
composto na estrutura da enzima e assim fornecer informacdes que permitam o

desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da leishmaniose tegumentar.
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ANEXO A: Alinhamento de sequéncias usando o programa Geneious 6.0.6. Para o
alinhamento foram utilizadas as sequéncias do ectodominio da ATP difosfoidrolase 2 de
Leishmania braziliensis M2904 (LbrM.15.0030) e da rLbNTPDase?2.
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ANEXO B: Alinhamento de sequéncias no Clustal W o software MEGA X, versao 10.2.5.
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GGVEGQPAK- ——=———==—== —————————— --DGKELVSP
DLVLNETLN- —-—--—=-—= ————————— ————— KNRLL
VGLVQSRPAA ————=——=== ———————omm oo LLRHP
ASALQIHR-— ——-—=——=-=— ——-——m—mmo oo FHP
QAVAANNTGA NSKVQEANKI ATGTEATPGA SADVAVDAFP
TLFAKVNG-— —————=——== —————om—mm oo TSPFS
TLFAEANG-- —————=—=-—== —————————o— ————— TLSFP
TSFAEANG-- —————=———== —————————— ————— TSSFP
TLFAEANG-- ————————== —————————— ————— TSSFP
TSFAEANG-- —————=———== —————————— ————— TSSFP
MSFAEANG-— ——-—==-—=== ———————ooo oo TSSFP
TLFAEANG-- —————=—=——== —————————— ————— TSSFP
TLFAKVNG-— —————=—=-—== ————————om oo TSSFS
MSFAEANG-— ——-—=-—=== —————————— ————— TSSFP
S O o IO N I R P
520 530 540 550
NVSDLYKTPC TKRFEMTLP- -FQQFEIQGI GNYQQCHQST
LLGDVYQSPC TMAQRPONFN SSARVSLSGS SDPHLCRDLV
TMGHVFDSLC TVDQRPESYN PNDVITFEGT GDPSLCKEKV
PYLDPCLPLD IKDEIQQNG- --QTIYLRGT GDFDLCRETI
IFGGVKYQYG GNQ-—-—-—= —————-— EGE VGFEPCYAEV
EHAEVTYRVS GQK-—----= ——=-—-- AAA SLHELCAARV
PFLDPCLPVG LTDVVERNS- --QVLHVRGR GDWVSCGAML
ALGPLYESPC VHATPPLSL- -PQNLTVEGT GNPGACVSAI
LLOEVYQSPC TMGQRPRAFN GSAIVSLSGT SNATLCRDLV
TGISNTRDGG KVP—-—--—-- ——————- SME ECSALFRRHV
NGVELR--NG DST------= —--——-- DFD VCVNLFREHV
NGVELR--NS DAT------- ——-—--- DFN ACAGLFREHV
NDVELR--NS DAT------= —--—--- DFD ACAGLFREHV
NDVKLR--NN DAT------= —--—--- DFD ACVGLFREHV
NDVELR--NS DAT------= ———-—-- DFD ACAGLFREHV
NDVELR--NS DAT------= —--——-- DFD ACAGLFREHV
NGVELR--NS DAT------- ——-——-- DFD ACVGLFREHV
NGVELR--NG DST------= —--—--- DFD VCVNLFREHV
NDVELR--NS DAT------- —--—--- DFD ACAGLFHEHV
R S O Ut N P
570 580 590 600
-YSQCAFNGI FLPPLQGD-- --FGAFSAFY FVMKFLN--L
-FSRCSFNGV FQPPVAGN-- —-FVAFSAFF YTVDFLR--T
DQETCSFDGV YQPKIKGP-- —--FVAFAGFY YTASALN--L
NETQTSLNGV YQPPIHFQ-N SEFYGFSEFY YCTEDV----
——————— GKL HQPEEVQR-- GSFYAFSYYY DRAVDTDMID
——————— NRV HRTEEVKH-- VDFYAFSYYY DLAAGVGLID
NTSQASLNGI YQSPIDFN-N SEFYGFSEFF YCTEDV----
GQEDCAFDGV YQPPLRGQ-- --FYAFSNFY YTFHFLN--L
-FSQCSFNGV FQPPVAGN-- —-FIAFSAFY YTVDFLT--T
VSNSCGFNGV FQPDISAVPM VPVYAFSFYY DRLKPY----
RFDACGARGV PQPPLPSK-Q HPIYAFSYFY DRLYHF----
KFDACGARGV PQPLFPSR-R HPIYAFSYFY NRLYDF----
KFDACGARGV PQPLFPSR-R HPIYAFSYFY DRLYHF----
RFDACGARGV PQPLFPSR-R HPVYAFSYFY DRLYHF----
KFDACGARGV PQPLFPSR-R HPIYAFSYFY DRLYHF----
KFDACGARGV PQPLFPSR-R HLIYAFSYFY DRLYHF----
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LmxNTPDase
LpNTPDase2
LANTPDase2

HsNTPDasel
HsNTPDase2
HsNTPDase3
HsNTPDase4
HsNTPDase5
HsNTPDase6
HsNTPDase7
HsNTPDase8
RnNTPDase2
TcNTPDase

LbNTPDase2
LmNTPDase2
LaeNTPDase
LaNTPDase2
LtNTPDase2
LiNTPDase2
LmxNTPDase
LpNTPDase2
LANTPDase2

HsNTPDasel
HsNTPDase2
HsNTPDase3
HsNTPDase4
HsNTPDase5
HsNTPDase6
HsNTPDase7
HsNTPDase8
RnNTPDase2
TcNTPDase

LbNTPDase2
LmNTPDase2
LaeNTPDase
LaNTPDase2
LtNTPDase2
LiNTPDase2
LmxNTPDase
LpNTPDase2
LANTPDase2

HsNTPDasel
HsNTPDase2
HsNTPDase3
HsNTPDase4
HsNTPDaseb5
HsNTPDase6
HsNTPDase7
HsNTPDase8

ITTAT----C RFDACGARGV PQPLFPSR-R HPVYAFSYFY DRLYHF----
ITKPI----C RFDACGARGV PQPPLPSK-Q HPIYAFSYFY DRLYHEF----
ITKTT----C KFDACGARGV PQPLFPSR-R HLIYAFSYFY DRLYHEF----

TSEKVS--QE
SMGLPVATLQ
SGSFS---LD
LRMGGDYNAA
YEKGGILKVE
AEKGGSLVVG
LRIGGRYHGP
TSRQP---LS
VMGLPVGTLK
IKD-EVIRVQ
RSEGFPVYVS
LKEGSQVYVS
RKEGGPVYVS
HKEGRPVYVS
RKEGSPVYVS
SKEGSPVYVS
HKEGRPVYVS
RSEGFPVYVS
SKEGSPVYVS

SGTYILSLLL
GAMFVQQOLLS
SANYIYHLEV
KSAWMFEVEFH
DLSYITALLK
DLTYVSLLLQ
KSAWMYQVLH
SGLYILTLLH
VAMFTHQLLS
ELSYLFTLLR
ELAYLYSFLT
ELAYMYSFLT
ELAYMYSFLT
ELAYLYSFLT
ELAYMYSFLT
ELAYMYSFLT
ELAYLYSFLT
ELAYLYSFLT
ELAYMYSFLT

EQPLSTPLSH
DPP-GLRKGT
ESP-LIRLPI
RDIQQEAFRA

QKSPAS-—---
RDLRQEGVRQ
DAP-AQWRAE

610

660

710

KVTEMMKKEC
QLEAAAVNVC
TENSSTWNEC
KFTKAAKDYC
DFERKAREVC
DFEIAAKYVC
TFAKAAQDYC
TVNATIWEFC
QLEEATEITC
DVLDIASQVC
SYKELGREVC
SYKEVGQEVC
SYKEVGQEVC
LYKEVGKEVC
SYKEVGREVC
SYKEVGQEVC
LYKEVGKEVC
SYKELGREVC
SYKEVGQEVC

QGYHFTADSW
RGYGFDERAF
NGYKFTEETW
RGFSFPVN-Y
DGFGFADS--
E-FGFPRS--
EGFHFPYD-Y
EGYGEFSEETW
RGYHFDERSF
YGFGFPPE--
HGLGLSDD--
YGLGLSDA--
YGLGLSDA--
NGLGLGDD--
YGLGLSDA--
YGLGLSDA--
NGLGLGDD--
HGLGLSDD--
YGLGLSDA--

STYVFLMVLFEF
DFSSWVVLLL
EPPVEVGTLA
SHTHWRGVSF

AHGSWEFRLSF
SYGVWVAKVV

620

670

720

EHIHFIGKIQ
GGVIFQKKAA
POQIHFEKEVG
KSLKTALQVY
TVLQLTKKVN
KVLKLTRKID
PNLRTAQLVY
PSLEFRKQAG
REVVFQKKAA
OKLHIAKKIN
RTLEVPNRIE
TVLTVPNRIE
TALTVPNRIK
TALTVPNRIA
TALTVPNRIE
TALTVPNRIE
TALTVPNRIA
RTLEVPNRIE
TALTVPNRIE

SLVLFTVAII
LFASALLAAL
FFTAAALLCL
VYNHYLFSGC

VYNHYLFFAC
FMVLALVAVV

680

730

EEIKTSYAGV
AQLQARVPG-
SQLPLLLPKF
FDRGLYASHA

FKNGLFSSHA
KLVEASYPG-
TELQARVPG-
LEQONDTKKNK
—-—-—--RESADH
—--—--RESARR
-—---RESARR
-—-—-RESASR
—-—---RESARQ
—-—-—-—-RESARR
--—--RESASR
—-—-—-—-RESADQ
—-—-—--RESARR

GSDAGWTLGY
DTAVGWALGY
NSSTAWSLGY
DKEVOWTLGA
NIETGWALGA
NVETSWALGA
DREVOWTLGA
GVDIGWTLGY
DTAVGWALGY
GFETAWALGA
GIAVSWSLGC
GMAVSWSLGS
GMAVSWCLGS
GMSVSWSLGS
GMAVSWSLGS
GMAVSWSLGS
GMSVSWSLGS
GIAVSWSLGC
GMAVSWSLGS

GLLIFHKPSY
VLLLRQVHSA
AFLAYLCSAT
FLVVLLAILL

ILVVLLAIFL
GAALVQ---L

640

690

740

o

650
KEKYLSEYCF
QORARLADYCA
DEVYARSYCF
DLHRLKYQCF
FTSGSPFLCM
QPQOSSPEFSCM
DEHRLKYQCF
ODRWLRDYCA
OKTRLADYCA
GSLKPEMECF
TTTPKETTCM
TTAPEETACM
TTAPEETACM
ATTPEETACM
TTAPEETACM
TTAPEETACM
ATTPEETACM
TTTPKETACM
TTAPEETACM

o
700
MLNLTNMIPA
MLNLTNLIPA
MLSLTNQIPA
ILYRTRFLPL
TFHLLOSLGI
IFHYIDSLNR
ILYKTRFLPL
MLNLTGMIPA
MLNLTNLIPA
SLVSLEGQSA
SLSEVLKME -
SLSFLLKME-
SLSFLLKME-
SLSFLLKME-
SLSFLLKME-
SLSFLLKME-
SLSFLLKME-
SLSEVLMME -
SLSFLLKME-

o
750
FWKDMV ———--
KLPSTI----
RRKRHSEHAF
YLLRLRRIHR



RnNTPDase2
TcNTPDase

LbNTPDase2
LmNTPDase2
LaeNTPDase
LaNTPDase2
LtNTPDase2
LiNTPDase2
LmxNTPDase
LpNTPDase2
LANTPDase2

HsNTPDasel
HsNTPDase2
HsNTPDase3
HsNTPDase4
HsNTPDaseb5
HsNTPDase6
HsNTPDase7
HsNTPDase8
RnNTPDase2
TcNTPDase

LbNTPDase2
LmNTPDase2
LaeNTPDase
LaNTPDase2
LtNTPDase2
LiNTPDase2
LmxNTPDase
LpNTPDase2
LANTPDase2

DLP-GLRKGT HFSSWVALLL LFTVLILAAL VLLLRQVRSA KSPGAL----

DHAVDSD-—= —===——=—=—= ———————
RTPRSSS—-AA ALWMEEGLPA QNAPGTL
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