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CARACTERIZACAO MOLECULAR E ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DA LANTPDASE-1 EM
LEISHMANIA AMAZONENSIS.

RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR
HANNA SILVA CONDELO

O presente trabalho trata de um estudo sobre as enzimas nucleotideo

trifosfato difosfohidrolase de Leishmania (Leishmania) amazonensis (nucleoside
triphosphate diphosphohydrolase - LaNTPDase), um dos principais agentes
etiologicos da leishmaniose difusa no Brasil. O desenho experimental do estudo
contempla uma abordagem estrutural in silico e uma abordagem experimental de
expressdo genica do gene codificante desta enzima nos promastigotas e
amastigotas do parasito. No estudo foi elucidada a sequéncia nucleotidica
codificante correspondente a NTPDase de L. amazonensis. A sequéncia obtida foi
alinhada com NTPDases de outras espécies do género Leishmania. Com os ensaios
foi possivel propor que esta enzima pode estar ligada & membrana plasmatica por
um dominio transmembranar, sendo denominada NTPDase-1. A estrutura terciaria
da enzima foi proposta por modelagem por homologia, indicando importantes
diferencas estruturais, especialmente na regido de ligacdo aos nucleotideos.
Expresséo heterologa da enzima de L. amazonensis (rLaNTPDase-1) foi realizada
indicando uma proteina de 45 kDa em condigbes desnaturantes. Em paralelo,
avaliamos a modulacdo da expressao génica da LaNTPDase-1 entre dois isolados
de L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8 e MHOM/BR/77/LTB0016), com distintos
percentuais de infectividade em macréfagos de camundongos BALB/c cepa PH8
(31,0%6,3) e cepa LTB0016 (18,2%= 5,3) e perfis diferentes das fases logaritmica
e estacionarias de crescimento in vitro dos promastigotas. Observamos que durante
a curva de crescimento, somente a cepa PH8 apresentou um aumento na expressao
do gene no quarto dia de cultivo (4,3£2), quando comparado com a LTB0016. A
expressdo da LaNTPDase-1 mostrou-se aumentada nos amastigotas, quando
comparada com os promastigotas da cepa PH8 (>5,2+0,8) e da cepa LTB0016
(>0,8+0,5). Os resultados aqui apresentados indicam que o parasito L. amazonensis

expressa o0 gene correspondente a enzima NTPDase-1, sendo que este gene € mais
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expresso nos amastigotas do que nos promastigotas. Estes resultados reforcam a

importancia desta enzima na fase do parasito quando no hospedeiro vertebrado.
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MOLECULAR CHARACTERIZATION AND GENE EXPRESSION ANALYSIS OF LANTPDASE-1 IN
LEISHMANIA AMAZONENSIS.
ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

HANNA SILVA CONDELO

The present work deals with a study on the nucleotide triphosphate
diphosphohydrolase enzymes of Leishmania (Leishmania) amazonensis
(LaNTPDase), one of the main etiological agents of diffuse leishmaniasis in Brazil.
The experimental design of the study contemplates an in silico structural approach
and an experimental approach of genetic expression of the gene coding for this
enzyme in promastigotes and amastigotes parasites. In the study the nucleotide
sequence corresponding to the NTPDase of L. amazonensis was elucidated. The
sequence obtained was aligned with NTPDases from other species of the genus
Leishmania. With the assays it was possible to propose that this enzyme may be
bound to the plasma membrane by a transmembrane domain, being called
NTPDase-1. The tertiary structure of the enzyme was proposed by homology
modeling, indicating important structural differences, especially in the nucleotide
binding region. Heterologous expression of the L. amazonensis enzyme
(rLaNTPDase-1) was performed indicating a 45 kDa protein under denaturing
conditions. In parallel, we evaluated the modulation of LaNTPDase-1 gene
expression between two isolates of L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8 and
MHOM/BR/77/LTB0016), with different percentages of infectivity in macrophages of
BALB/c mice, strain PH8 (31.0% + 6.3) and strain LTB0016 (18.2% * 5.3) and
different profiles of the logarithmic and stationary phases of in vitro growth of
promastigotes. We observed that during the growth curve, only the PH8 strain
showed an increase in gene expression on the fourth day of cultivation (4.3 = 2)
when compared to LTB0016. The expression of LaNTPDase-1 was shown to be
increased in the amastigotes compared to the promastigotes of strain PH8 (>5.2+
0.8) and strain LTB0016 (> 0.8+0.5). The results presented here indicate that the
parasite L. amazonensis expresses the gene corresponding to the enzyme
NTPDase-1, and this gene is more expressed in the amastigotes than in the
promastigotes. These results reinforce the importance of this enzyme in the parasite
phase when in the vertebrate host.
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1. Introducéo

A LEISHMANIOSE

1.1.Breve historico:

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas de alcance mundial. Estas
doencas sdo primariamente infec¢cdes zoonodticas que afetam outras espécies que
ndao o homem, o qual pode ser envolvido secundariamente, podendo ocorrer mesmo
a transmissao inter-humana (revisado por Lessa et al 2007). A Leishmaniose
visceral (LV) foi descrita na Grécia em 1835 quando entdo era denominada "ponos”
ou "hapoplinakon. Em 1869, na india foi criado o termo "kala-jwar" que quer dizer
febre negra ou "kala-azar" que significa pele negra em virtude do discreto aumento
da pigmentacdo da pele ocorrido durante a doenca (De Souza et al., 1981). A
primeira descricdo do parasito causador da LV foi feita na India por Charles
Donovan, do Servico Médico Indiano em Madras, de forma independente em 1903
enguanto William Boog Leishman estava realizando sua pesquisa na Gra-Bretanha.
(Dutta AK, 2008).

Na era pré colombiana relatos desta doenca foram encontrados no Peru e no
Equador através da reprodugcdo em vasos de ceramica de figuras de humanos com
Ulceras na pele e desfiguracdo no nariz e na boca devido a uta, lepra branca ou
espundia. Um dos primeiros relatos clinicos da leishmaniose cutanea foi realizado
por Alexander Russel em 1756 (do Vale et al, 2005).

No Brasil, os primeiros relatos foram realizados por Moreira (1895) em
individuos residentes no estado da Bahia, apresentando Ulceras nos bracos e nas
pernas, ocasionado pela picada de insetos. Alguns individuos apresentavam lesdes
na boca e no nariz, sendo essas formas clinicas conhecidas na época como botéo
da Bahia, buba brasiliana, ferida brava ou botdo do Oriente (Brasil, Ministério da
Saude, 2006).



Porém, a identificacdo do agente etiolégico foi realizada somente em 1903
por William Leishman e Charles Donovan, através de esfregacos de pacientes.
Leishman realizou a identificacdo em esfregacos do figado obtido de um soldado
gue faleceu devido a febre Dum dum, enquanto Donovan analisou o aspirado
esplénico de um paciente hindu com febre (Brasil, Ministério da Saude, 2006).

Posteriormente, o agente etioldgico dessas lesbes foi classificado como
Leishmania donovani por Ross (1903), a partir de amostras de individuos com kala
azar, sendo o primeiro autor a descrever o género Leishmania (NEVES 2011).
Lindemberg e Carini & Paranhos (1909) observaram "corpusculos de Leishman-
Donovan" (formas amastigotas) em lesdes cutaneas de individuos acometidos pela
"Olcera de Baurd" no Estado de S&o Paulo. Gaspar Vianna (1911) clinico e
parasitologista brasileiro investigaram formas amastigotas em lesfes cutaneas de
um paciente de Além Paraiba, em Minas Gerais, Brasil, e concluiu, que sua
morfologia se diferencia das formas amastigotas de Leishmania tropica,
denominando entdo, o parasito Leishmania brasiliensis como o agente etiolégico da
leishmaniose tegumentar.

Em 1922 Aragdo demonstrou o papel do flébotomo Lutzomyia intermedia na
transmissdo de Leishmania braziliensis, ao estudar um surto ocorrido no bairro de
Laranjeiras, no Rio de Janeiro. Em 1946, Convit e Lapenta descreveram uma nova
forma de leishmaniose tegumentar em pacientes na Venezuela que era
caracterizada por um grande nimero de lesées nodulares espalhadas pelo corpo e
contendo uma enorme quantidade de amastigotas. Sendo entdo esta forma clinica
denominada leishmaniose cutédnea difusa (LCD) e seu agente etiolégico foi
posteriormente chamado de Leishmania pifanoi. Em 1953, Biagi identificou o agente
etiologico da Uulcera dos chicleros em Yucatan, Guatemala e Belize, sendo
denominado Leishmania tropica mexicana. Até 1954 acreditava-se que todos os
casos de leishmaniose tegumentar humano no pais eram causados pela Leishmania
braziliensis, até que Floch identificou o agente causador da doenca na floresta,
localizada na Guiana Francesa, sendo denominado Leishmania guyanensis.

Em 1960, as classificacbes dos parasitos eram baseadas no comportamento
clinico dos pacientes de diferentes regides. Atualmente, 0s parasitos sao
classificados no Sub-reino Protozoa, Ordem Kinetoplastida e Familia
Trypanosomatidae (Vickkerman,1976). Entre os oitos géneros que compde essa

Familia, encontra-se o género Leishmania que, por sua vez, relne as secdes
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Paraleishmania e Euleishmania (Figura 1). A secdo Euleishmania compreende o
subgénero Viannia e outros dois subgéneros, Leishmania e Sauroleishmania.
Somente as espécies dos subgéneros Leishmania e Viannia sdo descritas como
causadoras de doenca no homem, enquanto que o0s parasitos do subgénero
Sauroleishmania tém relatos de ocorréncia em répteis. Além disso, os parasitos do
subgénero Viannia sdo reconhecidos pelo comportamento peripilarico por
colonizarem a parte posterior do tubo digestivo e no intestino médio abdominal do
hospedeiro. Os parasitos do subgénero Leishmania sdo reconhecidos pelo
comportamento suprapilarico, por ocuparem a porcédo do tubo digestivo anterior ao
piloro do hospedeiro invertebrado, principalmente nas regides abdominais e
toracicas do intestino médio. J& os parasitos do subgénero Sauroleishmania tem
comportamento hipopilarico, estando seu desenvolvimento restrito ao intestino

posterior dos hospedeiros invertebrados (Killick-Kendrick, 1999).
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Figura 1 - Classificacdo de género Leishmania: subgéneros e complexos de espécies. (Adaptado de Cupolillo et al, 2014).



1.2. O parasito e seu ciclo bioldgico:

Durante o ciclo de vida da Leishmania (Leishmania) amazonensis, assim
como as demais espécies deste género, o parasito apresenta duas formas
evolutivas: as formas promastigotas, presentes em insetos vetores e as formas
amastigotas intracelulares, encontradas em hospedeiros vertebrados (Muskus &
Marin-Villa, 2002). As formas amastigotas nao possuem flagelo livre e apresentam
morfologia arredondada, que parasitam células do SFM de mamiferos. O nucleo tem
uma localizacdo central, anterior ao cinetoplasto, que é uma parte da mitocondria
onde o DNA mitocondrial estd organizado juntamente com uma matriz de fibras
finas. O cinetoplasto, apresenta uma grande quantidade de acido
desoxirribonucléico (KDNA) distribuido em forma de minicirculos e maxicirculos,
contendo varias cOpias do genoma mitocondrial localizada em seu interior (Riou &
Delain, 1969). As formas promastigotas apresentam flagelos livres e podem ser
vistas em cultura e no intestino médio de insetos fémeas da subfamilia
Phlebotominae (Diptera, Psychodidae). A infeccdo do inseto ocorre no momento do
repasto sanguineo, quando flebotomineos fémeas adquirem a Leishmania em sua
forma amastigota de um hospedeiro vertebrado infectado, através da presenca
destas formas livres no sangue e presentes no interior das células do SMF (Figura 2
B). As formas amastigotas ficam localizadas na matriz peritrofica e devido a
diferencas ambientais, como temperatura e pH ocorre a transformacédo dos
amastigotas em promastigotas. As formas promastigotas realizam a divisdo binéria,
seguida da migracdo para o estbmago, onde ocorre a diferenciacdo em
promastigotas prociclicas, sendo esta forma que coloniza o estdbmago e a faringe do
flebotomineo. (Figura 2 A). As formas promastigotas prociclicas realizam o processo
de metaciclogénese, que as torna capazes de infectar os hospedeiros mamiferos,
sendo entdo classificadas como promastigotas metaciclicas. Neste processo, as
Leishmanias deixam de se reproduzir e sofrem modificagcdes na superficie, que
diminuem a interagdo com o intestino do vetor, com isso, ocorre a migracdo para a
proboscide. Essa nova localizacdo facilita com que sejam transmitidas ao
hospedeiro vertebrado no préximo repasto sanguineo do inseto. (Bates, 2007)

O protozoario é transmitido ao hospedeiro vertebrado pelo inseto vetor através do

repasto sanguineo de fémeas de flebotomineo infectado com formas promastigotas
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metaciclicas (figura 3). As formas promastigotas metaciclicas sao fagocitados por
células do SMF, localizando-se em uma vesicula chamada fagossomo.
Posteriormente, o fagossomo se funde com o lisossomo, formando o fagolisossomo
(Russell, 1995). No interior dos fagolisossomos, dentro de 12-24h, ocorre a
diferenciacdo das formas promastigotas em amastigota, que se reproduzem por
divisdo binaria. (Handman e Bullen, 2002). As formas amastigotas sdo capazes de
sobreviver neste ambiente e multiplicar-se até a ruptura da célula pelo ndamero
excessivo de parasitos em seu interior. Quando liberados, os parasitos podem
infectar outras células do SMF ou o inseto vetor, dando continuidade a infeccéo ou

levando a manutencao do ciclo (Herwaldt, 1999).



Fernandes, A, 2016

Figura 2 - Leishmania sp. e suas diferentes formas representadas
esqguematicamente e por fotos de microscopia Optica e eletrbnica. A -
Leishmania na forma amastigota. B — Leishmania na forma promastigota.
cinetoplasto (ctp): cinetossoma (cts); flagelo (F); flagelo livre (FI); nucleo
(N) F: Flagelo. Figuras adaptadas de Brasil, Ministério da Saude, 2006 e
Fernandes, A, 2016.
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1.1.1. Epidemiologia:

As leishmanioses sao zoonoses com alto impacto de morbidade e
mortalidade, estando presente em 98 paises dos cinco continentes, ocasionando
cerca de 20 mil mortes por ano (WHO, 2017). Esta doenca € considerada um grande
problema de saude publica, por afetar milhdes de pessoas. Segundo a Organizacéo
Mundial de Saude (OMS), estima-se que 12 milhdes de pessoas estejam afetadas
por esta doenga, com 1 bilhdo de pessoas em areas de risco de ocorréncia da
leishmaniose e uma incidéncia anual de 1 milhdes de casos, colocando-a como uma
das seis doencas tropicais mais importantes (WHO, 2017).

Inicialmente, a doenca era restrita aos moradores proximos as regides
florestais. Porém, ocorreu o aumento da distribuicdo geogréfica da doenca, devido a
exploracdo desordenada da floresta e a derrubada de matas para construgcdo de
estradas e areas residenciais. No Brasil em 2015 foram notificados 20.418 casos de
leishmaniose tegumentar, sendo 19.402 casos de leishmaniose cutanea e 1.016 de
casos de leishmaniose mucocutanea (figura 4 PAHO, 2017). Segundo a OMS em
2012 e 2014, nas Américas foram registrados em média 51.092 casos novos de
leishmaniose tegumentar, sendo 80% dos casos presentes em quatro paises:
Brasil (40%), Colémbia (20%), Peru (16%) e Nicaragua (5%) (WHO, 2015).

No entanto, apesar do elevado indice mundial de incidéncia, prevaléncia e da
expansdo do territorio afetado, poucos avancos foram realizados na quimioterapia
nos ultimos anos, além de ainda ndo existir uma vacina para a doenca, sendo esta

classificada no grupo das doencas tropicais negligenciadas (WHO, 2010).



1.1.2. Leishmania (Leishmania) amazonensis:

O presente estudo esta focado na Leishmania Leishmania amazonensis, uma
espécie pertencente ao complexo Leishmania Leishmania mexicana, que foi descrita
pela primeira vez por Ralph Lainson e Jeffrey Shawn em 1972. As primeiras analises
comparativas utilizando o marcador molecular kinetoplasto realizadas por Wirth,
1988 utilizando as cepas IFLA/BR/67/PH8, MHOM/BR/00/Raimundo e
MHOM/BR/00/Josefa de Leishmania Leishmania amazonensis, revelaram uma
consideravel divergéncia entre as cepas. Nao é, portanto, surpreendente que entre
as cepas de uma espécie apresentem caracteristicas imunopatogénicas distintas.
(Cupolillo et al, 2014)

As caracteristicas clinicas das leishmanioses tendem a variar entre e dentro
das regifes endémicas, onde se faz presente as diferentes espécies do parasita ou
o tipo de ciclo de transmissdo zoondtico ou antropozoonoético, além da resposta
imunolégica e dos determinantes genéticos de cada paciente. Os mecanismos que
determinam a preferéncia tecidual do protozoario em ser dermotropica (pele e
mucosas) ou viscerotropica (6rgdos internos), ainda ndo séo estabeclarecidos,
porém sabe-se que existe uma relacdo entre as espécies e a forma clinica (WHO,
2010).

Esta espécie vem sido evidenciada como um importante agente etiologico da
leishmaniose tegumentar americana em humanos, apresentando diversidade nas
manifestacdes clinicas (Barral, 1991). A distribuicdo geogréfica desta espécie no
Brasil teve inicio na regido norte predominantemente na bacia Amazonica (Lainson,
1997), no ano de 2005, o Ministério da Saude identificou que esta espécie esta em
expansdo geografica, presentes nos estados do Acre, Amazonas, Rondénia, Pard,
Tocantins, Maranh&o, Ceara, Bahia, Goids, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Brasilia, Minas Gerais, Rio de Janeiro e em Santa Catarina (figura 5).

A infeccdo humana com Leishmania Leishmania amazonensis produz lesées
com bordas bastante infiltradas, caracterizando-se histopatologicamente, por um
denso infiltrado dérmico de macréfagos vacuolados contendo inimeros amastigotas,
Nas infeccbes ocasionadas por Leishmania Leishmania amazonensis, segundo
Silveira, Lainson e Corbett (2004), além da producédo de IFN-y, também ocorre baixa
producdo de IL-4, porém suficiente para diminuir a resposta Thl nesses pacientes e

responder bem ao tratamento.
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Figura 4 - Nomero de casos relatados de leishmaniose tegumentar em 2014 no
Brasil. PAHO, 2014.
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Figura 5 - Distribuicdo das espécies de Leishmania responsaveis pela
leishmaniose tegumentar americana no Brasil em 2005. (Brasil, Ministério da
Saude, 2006).
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1.3. Formas clinicas, diagnostico de tratamento da leishmaniose:

O género Leishmania possui mais de 30 espécies, das quais cerca de 20
ocasionam doencas aos humanos (WHO, 2016), cujos sintomas clinicos séo
influenciados pelo tipo de resposta imunolégica, idade e o estado nutricional do
individuo afetado. No Brasil foram identificadas sete espécies patogénicas:
Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania
(Viannia) lainsoni, Leishmania. Viannia naiffi, Leishmania (Viannia) shawi,
Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania (Viannia) lindenberg (PAHO,
2017).

As leishmanioses geralmente sédo classificadas em duas formas clinicas
principais: a leishmaniose tegumentar (LT) e a leishmaniose visceral (LV) (Herwalt,
1999). Existe, ainda, outra classificagdo em cinco grupos, que se diversificam pela
manifestacdo clinica e a localizacdo das manifestacées decorrentes da infec¢ao por
diferentes espécies do género Leishmania (Ashford, 2000):

. Leishmaniose cutanea (LC): apresenta-se como uma lesdo unica no
local do repasto sanguineo do flebotomineo, podendo haver a formacéo de lesdes
adicionais e o aumento do tamanho da lesdo. As lesdes podem cicatrizar apés
algum tempo ou a formacao das lesGes ulceradas indolores, que levam a necrose do
tecido (figura 6 A). Os principais agentes etiologicos desta forma clinica
encontrados no Brasil s&o: Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania
(Viannia) braziliensis (Gontijo & de Carvalho, 2003; Marsden, 1986; Da-Cruz &
Azevedo-Coutinho, 2001).

. Leishmaniose cutanea difusa (LCD): caracterizada pelo surgimento
de um nédulo nao ulcerado no local do repasto sanguineo do flebotomineo, seguido
por multiplos nédulos na pele que acometem varias regibes do corpo, como a face e
o tronco. Em alguns casos também ocorre a manifestacéo clinica na mucosa (figura
6 B). Os principais agentes etioldégicos desta forma clinica sdo: Leishmania
(Leishmania) guyanensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis (Brasil, Ministério
da Saude, 2006). (Convit & Kerdel-Vegas, 1965; Costa et al., 1992);

. Leishmaniose mucocutanea (LMC): caracterizada pelo surgimento
de uma lesdo no local do repasto sanguineo do flebotomineo, seguida do
surgimento de lesdes metastaticas em areas de mucosas, como o nariz e a boca. As

lesGes ulceradas apresentam uma grande profundidade chegando a atingir o septo e
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palato (figura 6 C). Os principais agentes etioldgicos desta forma clinica séo:
Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis
(Marsden, 1986; Schubach et al., 1998, Da-Cruz & Azevedo-Coutinho, 2001);

. Leishmaniose visceral (LV) ou Calazar: caracterizada pelo
surgimento da leséo no local do repasto sanguineo do flebotomineo, o protozoario
se abriga no figado, baco, mucosa intestinal, medula déssea e linfonodos,
comprometendo o funcionamento desses 6rgaos. Esta é a manifestacdo clinica mais
grave das leishmanioses, pois, quando n&o diagnosticada e tratada precocemente,
pode causar Obito em até 90% dos casos (figura 6 D). O principal agente etiolégico
desta forma clinica é a Leishmania (Leishmania) donovani (Musa et al., 2007);

. Leishmaniose dérmica pés calazar (LDPC): ocorrem meses ou
mesmo anos apos o tratamento de um quadro de leishmaniose visceral. E
caracterizada pela presenca de manchas ou nédulos na pele, face e tronco (figura 6
E). O agente etiologico desta forma clinica é a Leishmania (Leishmania) donovani
(Ramesh & Mukherjee, 1995);
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D

Figura 6 - Formas Clinicas da leishmaniose em pacientes. A - Leishmaniose
Cutanea. B — Leishmaniose Difusa. C — Leishmaniose Mucocutanea. D —
Leishmaniose Visceral ou Calazar. E — Leishmaniose Dérmina Pds Calazar.
Brasil, Ministério da Saude, 2007.
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1.1.3. Diagndstico e Tratamento da Leishmaniose:

O diagnéstico clinico e epidemiologico pode ser realizado se o paciente é
residente de areas endémicas ou esteve presente em lugares onde h4 casos de
leishmaniose, sendo este um exame complementar, onde € necessario o diagnostico
laboratorial para a confirmagcdo. O diagnostico por microscopia € realizado atraves
da visualizac&o do parasito ao microscopio 6ptico a partir de bidpsias, esfregacos de
pele ou aspirado de tecidos obtidos do paciente, onde a probabilidade de
visualizagdo do parasito € inversamente proporcional ao tempo de evolugcdo da
doenca. Pode ser realizada a inoculacdo de material obtido por biépsias ou raspados
de lesdo em meios de cultura ou em animais de experimentacdo (Brasil, Ministério
da Saude, 2007).

A realizagdo de testes imunolégicos, como o teste da intradermorreagédo de
Montenegro, é realizada através da obtencdo de um antigeno a partir de culturas
para a visualizacdo da resposta de hipersensibilidade celular retardada, pois este
teste geralmente persiste positivo apds o tratamento, podendo negativar nos
individuos com baixa resposta imunoldgica e nos primeiros dois meses apds o
surgimento da lesdo. Em éareas endémicas, este exame positivo, pode ser
interpretado como leishmaniose anterior, alergia ao diluente do teste ou reacéo
cruzada com outras doencas (doenca de Chagas, esporotricose, hanseniase
virchowiana, tuberculose, cromomicose, entre outras). Os testes soroldgicos, como
a imunofluorescéncia e o ensaio imuno enzimético ELISA sé&o utilizados na deteccao
anticorpos anti-Leishmania circulantes no soro dos pacientes com titulos geralmente
baixos, caracteristico da fase cronica desta doenca.

A realizacdo de testes moleculares, como o método da PCR e a hibridizagéo
de DNA, vem sendo utilizado para fins de pesquisa, devido a sua grande
sensibilidade quando comparado com 0s meétodos parasitolégicos tradicionais,
porém até o momento ndo ha nenhum kit de diagnéstico molecular sendo utilizado
(Brasil, Ministério da Saude, 2006).

De acordo com Ministério da Saude pode-se complementar o diagndstico
clinico-epidemiolégico pela intradermoreacdo de Montenegro positiva e pela
resposta terapéutica, porém a confirmacdo por métodos parasitolégicos é
fundamental uma vez que exclui doencas que fazem diagndstico diferencial com a

LT. O diagnéstico de certeza é feito pelo encontro do parasito, ou de seus produtos
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nos tecidos ou fluidos biolégicos dos pacientes e pode ser feito por meio através de
exames direto e indireto, como isolamento in vitro ou in vivo. Entretanto estes
exames necessitam de méo de obra especializada e infraestrutura ndo encontrada
em toda rede de saude e por requerer procedimentos invasivos, restringe 0 seu uso
em estudos epidemiolégicos em larga escala. Estas razdes fazem dos testes
indiretos, como o0s soroldgicos, de fundamental importancia. Quatro testes estédo
disponiveis  atualmente  para 0  sorodiagnostico:  aglutinacdo  direta,
imunofluorescéncia indireta, ELISA e imunocromatografia. (Brasil, Ministério da
Saude 2003.

O tratamento mais recomendado para esta doenca sdo 0s antimoniais
pentavalentes, como o glucantime, que interferem nas vias de glicélise e na
oxidacdo dos &acidos graxos das formas amastigotas da Leishmania (Brasil,
Ministério da Saude, 2007).

Os medicamentos utilizados atualmente estdo associados a grandes efeitos
colaterais toxicos em células hepéticas, renal e cardiacas, ao grande custo, ao longo
tempo de duracdo do tratamento e ao aumento da resisténcia do parasito a esses
medicamentos. Estudos recentes demostraram que Leishmania donovani pode
desenvolver resisténcia as drogas, mesmo quando utilizados em combinacao
(Garcia-Hernandez et al, 2012). Portanto, apesar da existéncia dos quimioterapicos,
dificilmente as formas de tratamento utilizadas permitirdo a eliminagéo desta doenca,
e com isso, ha uma grande necessidade do estudo de novos alvos. Alguns estudos
sugerem como possiveis formas da producdo de uma vacina: a delecdo de genes
relacionados a viruléncia; a producdo de Leishmania geneticamente modificadas na
auséncia ou através da modificacdo de genes essenciais, e 0 uso de espécies de
Leishmania ndo patogénicas. No entanto, os principais problemas na utilizacao de
parasitos mortos ou modificados geneticamente sédo as preocupacdes relacionadas
a seguranca e a viabilidade para utilizacdo em larga escala. Outras abordagens
incluem a utilizagdo de proteinas de superficie como antigenos candidatos a

vacinas, como a vacina utilizada na veterinaria, LeishTec (Kumar & Edgenda, 2014).
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METABOLISMO PURINERGICO EM LEISHMANIA.

1.4. Purinas e Nucleotideos Extracelulares:

As purinas possuem uma importancia vital para os organismos, sendo
essenciais para a sintese de nucleotideos e acidos nucléicos. Devido a alta taxa
metabolica e de replicacdo apresentada pelos parasitos, estes necessitam de uma
grande demanda de nucleotideos. Os nucleotideos podem ser sintetizados pela via
da biossintese de novo, que sintetiza nucleotideos purinicos a partir de
intermediérios anfibolicos provenientes de reacdes catabdlicas e anabdlicas, ou a
partir das bases guanina, hipoxantina e adenina. A via alternativa, ou comumente
classificada como via de salvacdo ou resgate, utiliza componentes reciclados de
nucleosideos a nucleotideos. Os tripanossomatideos, como a Leishmania, séo
incapazes de realizar a biossintese de novo e dependem da via de resgate para
suprir suas necessidades de nucleotideos purinicos a partir de fontes enddgenas ou
exdgenas de purinas no hospedeiro. O transporte destas moléculas ocorre atraves
da membrana plasmatica por receptores de purina (Marr e cols, 1978).

Os nucleotideos e o0s nucleosideos extracelulares sdo encontrados nos
tecidos devido a liberagdo por células. E modulam varias fungdes nas células,
tecidos e orgaos, como a homeostase vascular, coagulacédo sanguinea, inflamacéo e
resposta imune (Atkinson e cols, 2006). Eles também atuam como moléculas
sinalizadoras, estimulando os receptores purinérgicos localizados na superficie
celular.

Nos tecidos, os niveis de nucleotideos tri e difosfatados sdo regulados por
enzimas ligadas a membrana celular que hidrolisam nucleotideos, como as NTP
difosfohidrolases, impedindo a desestabilizacdo dos receptores purinérgicos
(Deaglio et al, 2007). Um desses nucleotideos, o ATP, participa da regulacdo no
sistema imunolégico, onde as células T regulatérias apresentam receptores
purinérgicos (Borsellino et al, 2007; Deaglio et al, 2007; Sansom et al, 2008). A
concentracdo de ATP é regulada por uma NTP difosfohidrolase, que cliva o ATP em
ADP e o ADP em AMP, e por uma 5'nucleotidase, que cliva o AMP em adenosina.
Os parasitos do género Leishmania, também apresentam a 3'nucleotidase, que
hidrolisa mononucledtidos 3° como o AMP3  a nucleosideos, como o0s

mononucleotidos 5° como o AMP5’, que serdo hidrolisados pela 5 nucleotidase
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(Paletta-Silva et al, 2011). Durante o processo de apoptose, lise celular, ou quando
submetidas a alguma condicdo patoldgica, as células liberam o ATP a outros
nucleotideos (Ralevic & Burnstock, 1998). Em condicbes de normalidade, a
concentracdo intracelular do nucleotideo € mais elevada que a extracelular. Porém,
guando ocorre uma alta concentracdo de ATP no meio extracelular, o sistema imune
interpreta como um “sinal perigoso” (Marques-da-Silva et al, 2008). Quando essa
concentragdo € muito elevada, pode ocasionar a morte de algumas células (Fillippini
et al, 1990). O acumulo de adenosina extracelular é toxico para o desenvolvimento
de linfécitos, ocasionando a imunodeficiéncia e a ativacdo os receptores P1 nas
células hospedeiras, que interferem o estabelecimento da resposta imune (Marques-
da-Silva et al, 2008). O produto de degradacdo da adenosina, a inosina esta
relacionada com a resposta inflamatéria pela inibicdo deste processo (Jijon et al,
2005).

1.5.Purinoreceptores:

Os purinoreceptores estdo presentes em diversas células de mamiferos e
realizam uma variedade de fun¢bes. S&o caracterizados como um trimero com duas
hélices transmembranares por subunidade, enquanto as regibes C e N terminal
estdo voltadas para o meio intracelular (figura 7). Existem dois tipos de receptores
purinérgicos, os receptores do tipo P1 e o do tipo P2. Os receptores P1 possuem
guatro subtipos, Al, A2A, A2B e A3, que séo estimulados pela adenosina, gerada
pela hidrélise do ATP extracelular pela NTPDifosfohidrolase (Burnstock, 2007;
Sansom et al, 2008). Os receptores P2 possuem dois subtipos, os receptores
acoplados a proteina G (PY2), ou metabotropicos, e 0s receptores acoplados a
canais i6nicos (P2X) ou ionotropicos. Os receptores P2X sdo proteinas
transmembranas em forma de um canal i6bnico que transportam diferentes ions,
como o Na+, K+ (Burnstock, 2007) e séo estimulados pelo ATP. Os receptores P2Y
sao proteinas transmembranas que possuem sete dominios hidrofébicos acoplados
a proteina G e podem ser estimulados por ATP, ADP, UTP, UDP, ITP e agucares de
nucleotideos (Burnstock, 1972; Sansom et al, 2008).
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1.6. As NTP difosfohidrolases:

As NTP difosfohidrolases hidrolisam nucleotideos trifosfatados e difosfatados
extracelulares, na presenca de concentracdes elevadas de céations bivalentes, como
o Ca+2 e 0 Mg+2, gerando AMP e dois anions ortofosfato (Handa & Guidotti, 1996;
Robson e cols 2006; Sansom et al, 2008). Na literatura, estas enzimas apresentam
diversos sinbnimos, como ecto-NTPDases e apirases. Em 2001, Zimmermann
propbs uma nomenclatura Unica para facilitar a comunicacao cientifica, sendo entéo
proposto a classificacdo para NTPDase. As NTPDases apresentam dois grupos de
acordo com a sua topografia de membrana: o primeiro grupo apresenta dois
dominios transmembranares, um na regido amino terminal e uma regido carboxi
terminal, enquanto o sitio catalitico extracelular encontra-se entre esses dois
dominios (Goding, 2000) (figura 8); o segundo grupo apresenta-se ancorado a
membrana pela interacdo com um dominio hidrofébico localizado na regido amino
terminal e pode conter um sinal de clivagem em sua sequéncia, 0 que permite as
enzimas desse grupo apresentarem-se também na forma sollvel ou secretada
(Zimmermann, 2001). A secrecdo dessa enzima pode ser observada em eucariotos
inferiores, como no género Leishmania (Sansom et al, 2008).
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extracellular domain

Figura 7 - Representacdo esquematica mostrando a topologia de membrana de
uma subunidade do receptor P2X tipico. O primeiro e segundo dominios
transmembranares séo indicados como TM1 e TM2. Figura obtida no pfam.
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Figura 8 - Representacao hipotética da NTPDases em humanos e patégenos.
Cilindros representam os dominios transmembranares e 0s retangulos pretos
representam as ACRs 1-5. (Sansom 2008).
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As NTPDifosfohidrolases foram identificadas em 7 espécies do género
Leishmania: Leishmania (Leishmania) major, Leishmania (Viannia) braziliensis,
Leishmania (Leishmania) infantum, Leishmania (Leishmania) donovani, Leishmania
(Leishmania) mexicana, Leishmania (Viannia) panamensis e Leishmania (Viannia)
guyanensis. Em humanos, estudos experimentais sobre a NTPdase mostraram que
a NTPDase-1 hidrolisa nucleotideos trifosfatados e difosfatados em proporcdes
iguais, enquanto a NTPDase-2, apresenta uma preferéncia por nucleotideos
trifosfatados (Robson e cols, 2006). Acredita-se que a influéncia sobre as
propriedades cataliticas destes subtipos da enzima seja relativa a diferencas em sua
estrutura tridimensional.

Todos os membros das NTPDases sdo classificados como apirases por
apresentarem cinco ACRs, que séo regides compostas por curtas sequéncias de
aminoacidos contendo residuos essenciais para a funcdo da enzima (Handa e
Guidotti, 1996). A NTP difosfohidrolase ja foi identificada em diversos organismos,
como o Toxoplasma gondii, Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi,
Trypanosoma brucei, Neosporum caninum, Sarcocystis neurona, Schistosoma
mansoni, Trichomonas vaginalis, Saccharomyces cerevisiae, Cryptococcus
neoformans, Legionella pneumophila, Pseudomonas syringae e Pseudoalteromonas

atlantica, Candida albicans e Candida parapsilosis (Sansom et al 2011).

1.7.Funcéo das NTPDases em microrganismos:

As funcBes das NTPDases ainda ndo sao totalmente conhecidas, sendo alvos
de diversos estudos em diferentes organismos. Acredita-se que estas enzimas
estejam relacionadas com a adesao celular, resgate de purinas, protecdo contra 0s
efeitos citoliticos, transducdo de sinal, regulacdo da coagulacdo sanguinea,
modulacéo do processo inflamatoério e da resposta imune. Em humanos, a NTPDase
mais estudada, a CD39, esta presente nos endotélios. Esta enzima desempenha um
importante papel na modulacdo inflamatéria e na resposta imune através da
concentracdo extracelular de nucleotideos, como o ATP. Este nucleotideo
desempenha um papel de imunoestimulador do sistema imune, por meio da

estimulacdo dos receptores P2 presentes em células do sistema imune e ndo imune
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(Sansom et al, 2008). Durante as inflamacfes agudas, o aumento da atividade de
CD39 ocasiona a diminuicdo da concentracdo de ATP extracelular, e com isso, ha
um aumento da ativacéo dos receptores P2 para estimular as defesas do hospedeiro
(Robson et al, 2006; Sansom et al, 2008). Em células T regulatérias ativadas,
verificou-se que a CD39 é altamente expressa e a atividade estaria relacionada com
a inibicdo da liberacdo de interleucina 1 pelas células endoteliais e na diminui¢cdo da
ativacao de células dendriticas, portanto, a CD39 participa da modulacdo da
Imunossupressao. (Atkinson et al, 2006; Enjyoji et al, 1999; Sansom et al, 2008).

Em 2000, Barros et al, mostraram que a Entamoeba histolytica patogénica
possui uma maior atividade ecto-ATPDasica dependente de Mg+2 que a forma nao
patogénica ou de vida livre. A atividade desta enzima é estimulada por mais que o
dobro por D-Galactose, sendo este envolvido na adesdo da Entamoeba histolytica,
propondo que esta enzima esteja envolvida na patogenicidade desta espécie.

Em Acanthamoeba, foi demostrado que o aumento da atividade da NTPDase
estd associadas as formas virulentas, sugerindo um papel desta enzima em
interagdes parasito/hospedeiro. Este protozoario interage com as células endoteliais
através de uma proteina de ligagdo a manose, a alfa-manose, que estimula a
atividade da NTPDase, permitindo uma maior adesao ao hospedeiro. Esta adeséo &
diminuida pela inibicdo da atividade enzimatica por suramina (Papanikolaou et al,
2005; Sansom et al, 2008).

Em Trichomonas vaginalis, a atividade da NTPDase é estimulada em 90% por
D-Galactose, a qual esta envolvida no processo de adeséo as células hospedeiras, o
gue sugere que esta enzima pode desempenhar um papel na adeséo. Neste estudo
houve a comparacdo da atividade ecto-ATPDésica de Trichomonas vaginalis
isolados de pacientes ou cultivadas em meio artificial, sendo a maior atividade
encontrada nos parasitos isolados de pacientes, sugerindo um possivel papel desta
enzima na viruléncia (De Jesus e cols, 2002; Sansom et al, 2008).

Em Toxoplasma gondii, identificou-se que cepas avirulentas expressam
apenas a NTPDase-2, enquanto cepas virulentas expressam a NTPDase-1 e a
NTPDase-2 (Nakaar et al, 1998). Ao comparar a expressdao da NTPDase-3 em
taquizoitos e de bradizoitos dormentes de T. gondii, verificou-se que somente na
forma de bradizoitos a NTPDase-3 € expressa, concluindo que esta enzima esta
envolvida na infeccdo cronica do hospedeiro (Nakaar et al, 1998). Em 2001, Kikuchi

& Kojima, demostraram que ao utilizar um anticorpo monoclonal que reconhece e
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inibe as NTPDases houve uma diminuicdo da invasao deste protozoario em cultura
de células Vero, sugerindo uma importancia da atividade desta enzima na infeccéo.

Em Schistosoma mansoni, foram identificadas duas NTPDases, a NTPDase-
1, localizada na superficie, e a NTPDase-2, secretada pelo parasito (DeMarco e
cols, 2003; Sansom et al 2008). Em 1993, observou-se que a atividade de ADPasica
impedia o recrutamento e a agregacado de plaquetas do hospedeiro, possibilitando
uma maior infeccdo pela inibicdo do sistema hemostatico (Vasconcelos et al, 1993).

No Trypanosoma cruzi, a atividade enzimatica da NTPDase em tripomastigota
metaciclico apresentou-se 20 vezes maior do que na forma epimastigota (Bissagio e
cols, 2003; Samson et al, 2008). No mesmo estudo, foi demonstrado que durante
uma infec¢ao in vitro de T. cruzi em macrofagos peritoniais na presenca de qualquer
inibidor da NTPDase, ocorre uma reducdo do nimero de parasitos que conseguem
infectar este tipo celular, e quando o ATP é adicionado h& aproximadamente 30%
mais macrofagos infectados pelo parasito. Em Trypanosoma brucei, a atividade
ecto-NTPDasica foi caracterizada como dependente de MgCl, ou MnCl, e modulada
pela quantidade de purinas presentes no meio (de Souza et al, 2007), indicando que
esta enzima pode ter um papel importante na aquisicdo de purinas do meio
extracelular em culturas do parasito. Em 2006, Fonseca et al demonstrou uma
atividade ecto-NTPDase dependente de Mg?* em Trypanosoma rangeli e observou
gue esta atividade é estimulada por carboidratos, sugerindo que a atividade das
NTPDases possa ter um papel na adeséo deste parasito no intestino do hospedeiro
invertebrado.

Em formas promastigotas virulentas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis, a atividade ecto-ATPasica dependente de Mg*? apresentou-se duas
vezes maior do que nas formas promastigotas avirulentas (Berrédo-Pinho et al,
2001). Em 2010, De Souza et al, avaliaram as atividades ecto-NTPDasicas em
cepas virulentas e avirulentas de Leishmania (Leishmania) amazonensis,
observando a correlagdo entre as atividades ecto-nucleotidasicas e a viruléncia do
parasito, bem como a resposta imune associada a infeccdo por estes parasitos.
Observou-se que as cepas mais virulentas apresentavam maior atividade ecto-
nucleotidasica e desencadeava menor resposta imune do hospedeiro vertebrado, o
gue facilitava a infeccdo. Ambos os fendmenos estariam relacionados a diminuicao
dos niveis de ATP no meio extracelular produzida pelas ecto-nucleotidases. Em
2006, Pinheiro et al analisaram a atividade ecto-ATPasica em Leishmania
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(Leishmania) amazonensis durante as fases do crescimento, demonstrando ser mais
elevada no final da fase logaritmica e observou-se também que esta atividade é
aproximadamente 10 vezes maior na forma amastigota do que na forma
promastigota.

Em 2011, Ennes-Vidal e cols, utilizou um inibidor reversivel da atividade da
ecto-ATPase, CrATP, para investigar o papel destas enzimas na infeccdo de
Leishmania (Leishmania) amazonensis em macréfagos peritoneais de
camundongos Balb/c. Observou-se que a inibicdo da atividade da ecto-ATPase por
CrATP diminui significativamente os indices endocitico e de adesdo na interacao
promastigotas/macréfago. Além disso, quando o composto foi adicionado durante o
cultivo de formas promastigotas, houve a inibicdo do crescimento celular, sugerindo
a importancia destas enzimas na infectividade e sobrevivéncia do parasito.

Em um estudo recente, Sansom 2014, produziu mutantes null de L. major
para a LmNTPDase-1 e a LmNTPDase-2 a fim de avaliar o papel desta enzima
durante uma infeccdo em camundongos BALB/c. O parasito mutante para a
LmNTPDase-1 demonstrou um atraso no desenvolvimento da lesdo, enquanto que o
mutante para a LmNTPDase-2 né&o apresentou diferenca na sua viruléncia.

Neste estudo, pretende-se contribuir com conhecimento a respeito do papel
especifico da NTPDase-1 na infectividade de Leishmania (Leishmania)
amazonensis. Para isso, foi realizada a clonagem e sequenciamento da
LaNTPDase-1 e caracterizacdo molecular da proteina. Foi realizada também a
analise comparativa da expressdo da LaNTPDase-1 entre diferentes isolados e
diferentes formas evolutivas do parasito, para investigar a correlacdo com a

infectividade do parasito.

1.8. Justificativa:

Ainda ndo existe uma quimioterapia segura para o0 tratamento da
leishmaniose. Os medicamentos utilizados atualmente para esta doenca apresentam
diversos efeitos colaterais, alto custo, longo tempo de tratamento e possuem efeito
abortivo (Kumar et al, 2014).

Devido as limitacbes do tratamento atual, a leishmaniose representa ainda
hoje, um sério problema na salde publica em vérias partes do mundo. Nesse

sentido, a busca de novos quimioterapicos para o tratamento desta doenca ainda é
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um grande desafio para 0s pesquisadores visto que 0s parasitos acabam
desenvolvendo também, através de varios mecanismos, resisténcia aos
quimioterapicos mais utilizados (Kumar et al, 2014).

Atualmente ndo existe nenhuma vacina efetiva contra a leishmaniose, apesar
de existirem varios candidatos, ainda ndo foi demonstrada sua eficacia em humanos.
Nesse sentido, tém-se aumentado o interesse por alvos bioquimicos das vias
metabdlicas da Leishmania, que possam responder a acdo dos farmacos de forma
mais vulneravel e que reduza possiveis efeitos colaterais ao hospedeiro. Dentre os
alvos estudados estdo as cisteino-proteases, a glicoproteina 63, a proteina de
membrana do kinetoplastideo 11, o ativador da cinase C, a hidrolase de nucleosideo
36, a origem de replicacdo, a peroxidase de tiparedoxina e o antigeno de superficie
2 de promastigotas.

A compreensdao do papel das nucleotidases em tripanossomatideos
patogénicos ainda nao foi completamente elucidada. Entretanto, existem fortes

bY

evidéncias de que elas estejam relacionadas a infectividade e viruléncia nos
tripanossomatideos, principalmente devido a sua contribuicAo na modulacdo da
sinalizacdo purinérgica durante a infeccdo. Do ponto de vista farmacolégico, estas
enzimas possuem uma grande vantagem por estarem localizadas na face externa da
membrana plasmatica do parasito, facilitando o acesso de um farmaco até elas,

aumentando seu potencial como alvo a ser estudado para a quimioterapia.
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2. OBJETIVO:

2.1.0Objetivo Geral:

Este estudo visa a caracterizacdo molecular da NTPDase-1 da Leishmania
(Leishmania) amazonensis, bem como analisar a modulagéo da expresséo do

gene desta enzima nas formas evolutivas e em dois isolados deste parasito.

2.2.0bjetivos Especificos

1. Amplificar a regido génica completa, codificante da NTPDase-1 Leishmania
(Leishmania) amazonensis.

2. Comparar as sequéncias obtidas com as dos genes correspondentes a
NTPDase-1 e NTPDase-2 de outras espécies do género Leishmania
existentes nos bancos de dados publicos.

3. Realizar expressao heteréloga da LaNTPDase-1 Leishmania (Leishmania)
amazonensis em Escherichia coli.

4. Avaliar a expressao génica da LaNTPDase-1 nas formas morfolégicas e em
dois isolados deste parasito: MHOM/BR/1977/LTB0016 e IFLA/BR/1967/PH8

5. Caracterizar o perfil biolégico in vitro dos isolados MHOM/BR/1977/LTB0016 e

IFLA/BR/1967/PH8 e correlacionar com a expressao génica da LaNTPDase-1.
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3. Materiais e Métodos:

3.1.Reagentes:

Acumedia (Sao Paulo): LB Broth, Miller (Luria-Bertani).

BioRad Laboratories (Califérnia, EUA): Membrana de nitrocelulose e -
mercaptoetanol.

Caltag Laboratories, (Califérnia, EUA): agarose.

Kodak (Nova lorque, EUA): Revelador e Fixador (ECL).

Merck: Cloroférmio.

Pierce Chemical Co. (Dallas, EUA): marcador de peso molecular para eletroforese
de proteinas (Prestained Protein Ladder)

Promega (Sdo Paulo): kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up System, GoTag®
Green Master Mix, kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up System.

Santa Cruz Biotechnology (Texas, USA): Western Blotting Luminol Reagent.
Thermofisher (S&o Paulo, Brasil): Soro Fetal Bovino (Gibco), Proteinase K
(Fungal) (10mg/ml), TRizol, kit Superscript Ill, Single Strand DNA — ssDNA kit, 10x
Taq Platinum buffer, 0,2 mM dNTP, 4 mM MgCI2, 1,25U de Taqg Platinum DNA
polymerase, agua tratada com DEPC, kit TOPO TA Cloning, células quimicamente
competentes DH5a-T1, Kanamycin Sulphate 100X (canamicina), kit PureLink Quick
Plasmid Miniprep, EcoRI (10 U/uL), kit pPBAD TOPO TA Expression, Master Mix
Power SYBR Green 2x.

Sigma Aldrich (St Louis, MO, EUA): meio Schneider; Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DEMEM); Etanol 96-100%, Isopropanol, kit DNAse |, Monoclonal Anti-
polyHistidine antibody produced in mouse (anti-histidina), RPMI 1640, Penicillin G
sodium, Streptomycin sulfate salt, Azul de Trypan, Tris HCI, Sulfato de dodecyl de
sédio (SDS), Glicerol, Azul de bromofenol, Comassie blue R-250, Persulfato de
amonio (APS), Ponceau S, Triton X-100 (TX-100), Tween 20.

QIAGEN (Sao Paulo, Brasil): QlAamp DNA mini kit; kit RNeasy.
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3.2. Animais:

Foram utilizados camundongos machos com 4 a 8 semanas de vida da
linhagem BALB/c, obtidos do Centro de Criacdo de Animais de Laboratorio da
Fundacdo Oswaldo Cruz (ICTB/Fiocruz). Todos os protocolos utilizados neste
projeto foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Fiocruz
(ICTB/Fiocruz) — licenca L-052/2015.

3.3.Cultivo de Leishmania (Leishmania) amazonensis:

3.3.1. Parasitos utilizados e manutencéo in vitro em laboratério

Neste estudo foram utilizadas duas cepas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis (MHOM/BR/1977/LTB0016 e IFLA/BR/1967/PH8) que foram cedidas
pela Colecdo de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC). Todas as cepas
utilizadas neste estudo foram obtidas apds passagem em BALB/c.

O cultivo de Leishmania sp. para a curva de crescimento foi realizado
utilizando frascos de cultura de 75 cm? contendo 50 mL de meio Schneider
suplementado com 10% de SFB termodesativado a 56°C por 30 minutos e 1% de
urina humana filtrada. Foram cultivados 6 frascos de cultura de 75 cm? ajustando-se
a concentracao inicial para 10° parasitos/mL, a cada dia, uma garrafa era recolhida e
centrifugada a 3000xg por 10 minutos a 4°C e contadas utilizando a camara de
Neubauer. Este procedimento foi realizado com as duas cepas em estudo. As

amostras foram cultivadas a 26°C.

3.3.2. Manutencdo in vivo dos parasitos e obtencdo de amastigotas

Para a infeccdo de BALB/c com as cepas em estudo, uma suspenséo de
formas promastigotas em PBS, foi inoculada (concentracdo de 5 x 10°/mL) por via
subcutanea no coxim plantar das patas posteriores de 10 camundongos (adultas
fémeas). Ao longo da infeccdo, os animais foram alojados em gaiolas com comida e

agua ad libitum. Os animais foram observados semanalmente e eutanasiados por
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inducdo em camara de CO, para retirada das lesfes e isolamento das formas
promastigotas, conforme descrito por Cysne-Filkenstein e cols. 1998,

As lesOes foram retiradas assepticamente. O tecido foi colocado em um tubo
para centrifugacdo de 50 mL contendo meio Schneider. O tecido foi macerado
utilizando um triturador de tecidos automatico. O homogeneizado foi transferido para
um tubo de centrifuga e centrifugado a 1000 xg por 5 minutos a 4°C. O sedimento
contendo eritrocitos e outras células foram descartadas e o sobrenadante foi
centrifugado a 3000xg por 5 minutos a 4°C para obtencdo do pellet contendo
amastigotas. Em uma garrafa de cultura, o pellet foi ressuspenso em meio Schneider
e adicionou-se 10% de SFB termodesativado. As amostras foram mantidas em
estufa a 26°C.

3.3.3. Estratégia para diferenciacdo dos promastigotas e amastigotas in

vitro:

Para a obtencdo das formas amastigotas axénicas, foram cultivados 2,5x10°
células/mL e 5x10° células/mL de formas promastigotas em dois frascos de cultura
de 25 cm? contendo 5 mL de meio Schneider pH 5,5 suplementado com 20% (v/v)
de SFB termodesativado e 1% de urina humana filtrada por trés dias a 26°C. Em
seguida, a cultura foi centrifugada a 1000xg por trés vezes, ressuspendidas em PBS
e contadas utilizando a camara de Neubauer. As mesmas concentra¢des de células
foram cultivados em dois frascos de cultura de 25 cm? contendo 5 mL de meio
Schneider pH 5,5 suplementado com 20% (v/v) de SFB termodesativado e 1% de

urina humana filtrada por quatro dias a 32°C.

3.3.4. Obtencéo de in vitro das formas amastigotas de macrofagos:

As formas amastigotas de macrofago foram obtidas através de infeccao
experimental em cultura de macréfagos da linhagem J774-G8, cedidas gentilmente
pelo Laboratério de Imunomodulacdo e Protozoologia. A interacdo Leishmania-
macréfagos foi realizada através do plaqueamento de 10° células/mL em placas de
cultivo celular de 6 pocos mantidos por 2 horas a 37°C em atmosfera de 5% CO,. As
células ndo aderidas foram coletadas através da retirada do sobrenadante e lavadas
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com PBS. Para a infeccdo dos macréfagos J774 com as cepas em estudo, uma
suspensao de formas promastigotas em DEMEM suplementado com 10% (v/v) de
SFB, foi adicionada (concentracdo de 5x10°/mL) nos 6 pocos da placa de cultivo e
mantidos por 24 horas a 37°C, em atmosfera de CO, 5%. As formas amastigotas
foram coletadas no sobrenadante apés as placas serem mantidas a 27°C por 24

horas.

3.4.Extracao de acidos nucléicos e sintese de cDNA:

DNA e RNA foram extraidos de formas promastigotas, amastigotas axénicas,
amastigotas de macrofagos e amastigotas de lesdo de Leishmania (Leishmania)
amazonensis.

O DNA foi extraido a partir de 10° células utilizando o QIAamp DNA mini kit,
seguindo as intru¢cbes do fabricante, sendo alterado somente, a adicdo de . 20uL de
proteinase K (10mg/ml) em 200uL ao lisado de células e mantido a 56°C por 30
minutos antes da extracdo. As amostras foram armazenadas em eppendorf de 1,5
mL a -20°C até o momento da sua utilizagcao.

O RNA foi extraido a partir de 10® células, utilizando 1mL do reagente TRizol
e o0 kit RNeasy. Inicialmente a proteinase K (10 mg/ml) foi pré aquecida por 10
minutos a 37 °C e foi adicionado 40 uL ao lisado de células e mantido a 56°C por 30
minutos para a desnanutacéo de RNAses. As amostras foram mantidas a 25°C por 5
minutos, para que houvesse a dissociacdo do complexo nucleoprotéico. Em seguida,
foram adicionados 200 pl de cloroférmio e mantidos 25°C por 5 minutos.
Centrifugou-se a 10000 xg por 18 minutos a 4°C. O sobrenadante (fase aquosa
superior) foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL, no qual foram adicionados
600 puL de isopropanol. Posteriormente, 700 pL da amostra foi transferido para uma
coluna RNeasy, previamente acoplada a um tubo coletor de 2 mL e centrifugado a
6000 xg por 30 segundos. ApOs a centrifugacdo, foram adicionados 700 pL do
tampdo RW1 a coluna e centrifugado a 6000 xg por 30 segundos para lavar a
coluna. Em seguida, foram adicionados 500 pL de tampdo RPE a coluna e
centrifugado a 6000 xg por 30 segundos, sendo estre processo repetido com a
centrifugacéo de 6000 xg por 2 minutos. As amostras foram eluidas com a adi¢éo de

30 pL de Nuclease-free water a coluna e centrifugado a 6000 xg por 1 minuto. As
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amostras foram armazenadas em eppendorf de 1,5 mL a -70°C até o momento da
sua utilizagao.

Todas as etapas de incubacédo foram realizadas em banho-seco modelo K-30
(Lab1000). O rendimento de acidos nucléicos e a pureza foram estimados através
de espectrofotometria em 230/260/280nm, usando o Pico 200 Spectrophotometer

(Picodrop).

O RNA foi tratado utilizando o kit DNAse | em um volume final de reacdo de
12 plL. Inicialmente foram misturados 5ug de RNA em solugcdo aquosa com 1lul
Buffer 10x, 2uL de DNase | lunit/pL e mantidos por 30 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, foi adicionado 1 pL de solucdo STOP (EDTA) para quelar os
ions Calcio e Magnésio e para inativar a DNase | e aquecido a 70 °C por 10 minutos
no thermoblock para desnaturar tanto a DNAse | quanto o RNA.

O cDNA foi sintetizado em um volume final de reacdo de 20 uL, a partir de do
RNA, previamente tratado utilizando o kit Superscript Ill. Inicialmente foi feito o mix
RNA/Primer, composto por 5ug de RNA em solucdo aquosa com 50 uM de Oligo
(dT)20 e 10 mM de mistura dNTP, sendo aquecido no thermoblock a 65 °C por 5
minutos. Em seguida, foi feito o mix de sintese de cDNA, composto por 10X RT
buffer, 25mM de MgCl,, 0,1M de DTT, 40 U/uL de RNaseOUT e 200 U/pL
Superscript 1l RT. Esta mistura foi pré aquecida no thermoblock a 55°C por 2
minutos e adicionada ao mix RNA/Primer, sendo mantida no thermoblock a 50 °C
por 50 minutos. ApGs essa etapa, a mistura foi mantida no thermoblock 85 °C por 5
minutos, seguida da adi¢do 1 pL de RNase H e mantido a 20 minutos a 37 °C. Como
controle negativo, em paralelo, a transcricdo reversa foi realizada na auséncia de
enzima transcriptase reversa (controle MOCK). A quantificagdo do cDNA foi
realizada através de fluorescéncia, utilizando o Qubit 2.0 Fluorometer (Life

Technologies), com o kit para sSDNA (Single Strand DNA).

3.5.Construcéo dos oligonucleotideos e PCR Convencional:

Para o0 desenvolvimento deste trabalho, foram desenhados pares de
oligonucleotideos para a amplificacdo, separadamente, da por¢cdo central, inicial e
terminal do CDS correspondente ao gene da NTPDase-1 (Tabela 1), desenhados a

partir do alinhamento das sequéncias de NTPDases-1 de Leishmania (Leishmania)
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major (Gl: 157866723), Leishmania (Leishmania) infantum (Gl: 146081774) e
Leishmania (Viannia) braziliensis (Gl: 154334409) pelo software BLAST (Altschul e
cols 1990). A estratégia para as amplificacbes das distintas regifes e posterior
montagem da sequéncia completa do CDS correspondente ao gene NTPDase-1 de
Leishmania (Leishmania) amazonensis € apresentada na figura 9. Em paralelo, um
par de oligonucleotideos para o gene alfa tubulina de Leishmania (Leishmania)
amazonensis (Pereira et al., 2012) foi utilizado como controle interno da reacéao de
PCR. Como controle negativo da reacao (branco), foram adicionados os reagentes
da PCR na auséncia do DNA e do cDNA, e o volume foi completado com agua.

As PCRs foram realizadas no termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied
Biosystems) em um volume final de 50pL, contendo 5 pL de DNA ou cDNA de
Leishmania (Leishmania) amazonensis, 5 pL de 10x Taq Platinum buffer, 0,2 mM
dNTP, 4 mM MgCI2, 1,25 U de Taq Platinum DNA polymerase e 300nM de cada
oligonucleotideo. As condi¢cdes da PCR foram: 94 °C por 10 min, seguido de 40
ciclos de 94 °C por 1 min, 63 °C por 1 min e 72 °C por 1 min 30 s, com a extenséo
adicional de 72 °C por 10 min. Os produtos de PCR foram visualizados em um gel
de agarose 1% (p/v) e 0s que apresentaram uma Unica banda de 1086, 462 e 424bp

foram selecionados para a clonagem.

32



_ ACR1 ACR2 ACR3 ACR4 ACRS ,
ME—S-UIR ] ] . : 3-UTR__AAAAAA

ACR1 ACR2 ACR 3 ACR 4 ACRS
1086 bp

Ol @ ®) (®)

ACR1 ACRS
424 bp 462 bp

Figura 9 - Esquema dos oligonucleotideos desenhados para amplificar o gene da NTPDases em Leishmania (Leishmania)
amazonensis. 1-2: Amplificagao da regido ACR, 3-4: Amplificagcao da regido inicial do CDS, 5-6: Amplificagdo da regiéo final do
CDs.
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3.6.Clonagem e sequenciamento do gene LaNTPDase:

Os trés produtos obtidos através da RT-PCR foram purificados utilizando o kit
Wizard SV Gel and PCR Clean-up System. As bandas foram retiradas e pesadas
utiizando uma balanca analitica (M124A - Bell Photonics). Em seguida, foram
adicionados membrane binding solution na razdo de 10 pL de solu¢éo para cada 10
mg de gel de agarose e mantido a 65°C por 10 minutos. Posteriormente, a amostra
foi transferida para a minicoluna SV, previamente acoplada a um tubo coletor de 2
mL e centrifugado a 3000 xg por 1 minuto. Apds a centrifugacdo, foram adicionados
700 pL da solucdo Membrane wash solution a coluna e centrifugado a 3000 xg por 1
minuto. Em seguida, foram adicionados 500 pL de da mesma solucédo a coluna e
centrifugado a 3000 xg por 5 minutos, sendo estre processo repetido com a
centrifugacéo de 3000 xg por 1 minuto. As amostras foram eluidas com a adi¢cédo de
25 uL de tampédo de Nuclease-free water a coluna e centrifugado a 3000 xg por 1
minuto. As amostras foram armazenadas em eppendorf de 1,5 mL a -4°C até o
momento da sua utilizacao.

A clonagem foi realizada utilizando o kit TOPO TA Cloning, onde 3 pL do
produto purificado foi ligado ao vetor pCR 4-TOPO, seguindo as instru¢des do
fabricante. As células quimicamente competentes DH5a-T1, foram transformadas
por diferenca de temperatura (“choque térmico”) e os clones foram cultivados em
meio S.O.C (Invitrogen) no homogenizador shaker a 100xg, overnight. As células
transformadas foram plaqueadas em placas de Petri contendo LB éagar (Luria-
Bertani) na presenca de 50ug/mL de canamicina a 37°C, overnight.

As colonias foram isoladas e cultivadas em meio LB (Luria-Bertani) na
presenca de 50ug/mL de canamicina no shaker a 37°C, overnight. O DNA Plasmidial
foi purificado utilizando o kit PureLink Quick Plasmid Miniprep seguindo as
instrucbes do fabricante, a partir do precipitado das culturas das bactérias. A
eficiéncia de clonagem foi confirmada pela digestdo do plasmideo purificado com a
enzima EcoRI, seguida pela visualizagcdo da eletroforese em um gel de agarose
0,8% observando as bandas correspondentes ao inserto e ao plasmideo.

Dez clones positivos contendo DNA plasmidial com insertos de 1086, 424 e
462pb foram selecionados para o sequenciamento de DNA em um sequenciador de

automatizado Applied Biosystems 3730 DNA Analyzer, da Plataforma de
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Sequenciamento de DNA (PDTIS-Fiocruz) utilizando o kit ABI PRISM BigDye®
Terminator 146 v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction (Perkin-Elmer Applied 147
Biosystems Division), seguindo as instru¢cdes do fabricante e utilizando 3,2pmol dos

oligonucleotideos (Forward e Reverse) utilizados neste projeto.

3.7.Estudos in silico:

3.7.1. Analise comparativa entre sequéncias de primaria da LaNTPDase;

A sequéncia de aminoacidos predita obtida da NTPDase-1 de Leishmania
(Leishmania) amazonensis (AFJ75402.2) foi alinhada com as sequéncias
correspondentes das NTPDases-1, utilizando o software MEGA 4.0 e o BLAST
(Altschul e cols 1990). As sequéncias das NTPDases-1 utilizadas foram: (Leishmania
(Leishmania) mexicana (CBzZ25018), Leishmania (Leishmania) infantum
(XP_001464341.1), Leishmania (Leishmania) donovani (CBZ32820), Leishmania
(Leishmania) major (XP_001681917.1), Leishmania (Viannia) braziliensis
(XP_001562178.1), Rattus norvegicus (NP_955426.1), Homo sapiens (NP001767))

Para a constru¢do do dendograma, a sequéncia predita de aminoacidos da
NTPDase-1 de Leishmania (Leishmania) amazonensis (AFJ75402.2) foi alinhada
com as sequéncias correspondentes das NTPDases-1 utilizadas anteriormente e
das NTPDases-2 de outras espécies de Leishmania e de humano. As sequéncias
foram alinhadas utilizando o programa Clustal X e uma arvore filogenética foram
construidas utilizando o software MEGA 4.0 e o algoritmo Neighbor-Joining, usando
1,000 repeticdes de bootstrap. As sequéncias das NTPDases-2 utilizadas foram:
(Leishmania (Leishmania) mexicana (CBZ24328), Leishmania (Leishmania) infantum
(XP_001463665.1), Leishmania (Leishmania) donovani (CBZ32136), Leishmania
(Leishmania) major (XP_001681345.1), Leishmania (Viannia) braziliensis
(XP_001562788.1), Homo sapiens (NP001237)).
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3.7.2. Construcédo do modelo tridimensional da LaNTPDase:

A sequéncia de aminoécidos da LaNTPDase-1 foi submetido no banco de
dados PDB (base de dados de proteina), a comparacao das estruturas secundarias
da proteina foi realizado através da comparacao pelo BLAST e pelo servidor Hhpred.
A modelagem comparativa foi construida pelo programa v.9.4 MODELER usando o
alinhamento multiplo de sequéncias das NTPDases-1 de Rattus norvegicus
(3Z2X3.pdb) e de Legionella pneumophila (4BRA.pdb) como modelos. O dominio de
hélice transmembranar foi previsto utiizando TMHMM. A partir de 50 modelos
resultantes, o mais adequado foi selecionado, com base na funcdo de densidade
baixa probabilidade (PDF) de energia total e a orientacdo adequada das ACRs foram
escolhidas para o processo de refinamento. O modelo final foi avaliado pela
pontuacdo do VERIFY3D e ERRAT, através da andlise estrutural e servidor de
verificacdo (SAVES). A validacdo do modelo em determinado ambiente 3D foi
verificada por Verify Protein (Profiles-3D). O software PyMOL foi utilizado para
localizar as ACRS entre o modelo selecionado e estruturas cristalizadas da
NTPDase-1.

3.8.Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio:

Os ensaios de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato
de sodio (SDS — PAGE) foram realizados em condi¢cdes desnaturantes. As amostras
de proteinas foram previamente tratadas com tamp&o de amostra (80mM Tris HCI
pH 6.8, 2% SDS (p/v), 12% de glicerol (v/v), 5% B-mercaptoetanol (v/v) e 0,05% azul

de bromofenol (p/v) e fervidas por 10 minutos a 100°C.

3.9. Analise por Western Blotting e Dot Blot:

A proteina recombinante (10uL) foi analisada por SDS-PAGE. Apos a
eletroforese a 100V a 10mA o gel de poliacrilamida foi transferido para uma
membrana de nitrocelulose (0.2um). A proteina recombinante foi analisada por dot
blot (20uL) utilizando o The 96-well Bio-Dot (BioRad) com uma membrana de

nitrocelulose (0.2um).
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Apés a confirmacao da transferéncia das proteinas com solucdo de Ponceau
S (0,1% de Ponceau S e 0,1% (v/v) de &cido acético), as membranas foram lavadas
com agua corrente e incubadas overnight a 4°C em solucdo de PBS acrescido de
0,5% de Tween 20 (PBS-T) e 5% (p/v) de leite desnatado em po (molico). Em
seguida, as membranas foram incubadas a 4°C por 2 horas com o anticorpo anti-
cauda de histinida produzido em camundongo (1:5000) em PBS-T e lavadas (3
vezes por 5 minutos) com PBS-T e incubadas a 4°C por 2 horas com o anticorpo
anti-lgG de camundongo marcado com peroxidase (1:1000) em PBS-T.
Posteriormente as membranas foram lavadas (3 vezes por 5 minutos) com PBS-T e

o complexo imune formado foi reveldo por quimioluminescéncia, usando ECL.

3.10. Expressao heteréloga da NTPDase-1:

A regido correspondente ao CDS da LaNTPDase-1 foi amplificada por PCR,
utilizando os oligonucleotideos apresentados na (Tabela 2). A PCR foi realizada no
termociclador Verity (Applied Byosystems) em um volume final de 50uL, contendo 5
UL de cDNA de Leishmania (Leishmania) amazonensis, 25uL Go Taqg Green 2x e
200nM de cada oligonucleotideo. As condi¢cbes da PCR foram: 95°C por 10 min,
seguido de 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72 °C por
30 segundos, com a extensao adicional de 72 °C por 10 min. Os produtos de PCR
foram purificados utilizando o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up System.

A clonagem foi realizada utilizando o kit pPBAD TOPO TA Expression, 0
produto purificado foi ligado no vetor pBAD-TOPO, conforme instrugbes do
fabricante. As células quimicamente competentes (TOP10) foram transformadas por
choque térmico e os clones serdo cultivados em meio S.0.C, sob agitacdo a
200RPM, overnight a 37°C. As células transformadas foram plaqueadas em placas
de Petri contendo LB agar (Luria-Bertani) na presenca de 100ug/mL de ampicilina, a
37°C, overnight. As colbnias positivas foram isoladas e cultivadas em meio LB
(Luria-Bertani) liquido, na presenca de 100ug/mL de ampicilina. Para avaliar a
expressdo da LaNTPDase-1 recombinante em nivel de proteina nos clones
positivos, foram realizados western blots utilizando o anticorpo anti-histidina, de

acordo com a orientacao do fabricante.
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3.11. Avaliacdo da expressédo da LaNTPDase-1:

A expressao da LaNTPDase-1 foi realizada através de quantificacdo relativa
por PCR em Tempo Real, utilizando o fluor6foro SYBR Green. Os oligonucleotideos
utilizados para esses ensaios estdo representados na tabela 3. A PCR foi realizada
no termociclador Viia 7 (Life Technologies, EUA), na Plataforma Fiocruz de PCR em
Tempo Real RPT-09A em um volume final de 20uL, contendo 2 puL de cDNA de
Leishmania (Leishmania) amazonensis, 10uL de Master Mix Power SYBR Green 2x
e 300nM de cada oligonucleotideo. As condi¢cdes da PCR foram: 95°C por 10 min,
seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 63°C por 1 minuto.

A quantidade relativa de produtos amplificados foi calculada pelo método de
Ct comparativo (AACt) (Livak & Schmittgen, 2001) e os resultados foram expressos
como Fold Change (2-AACt). As amostras foram normalizados pelos 2 genes
enddgenos apresentados na tabela 3, sendo a amostra de referéncia da curva de
crescimento a amostra do primeiro dia, na analise das formas evolutivas, a amostra

de referéncia utilizada foi a promastigota.

3.12. Ensaios de interacdo Leishmania-Macro6fagos:

A interagdo Leishmania e macréfagos foi realizada utilizando macréfago
peritonais de camudongos BALB/c obtidos a partir do lavado peritoneal com 5 mL de
meio RPMI 1640, suplementado com 200 Ul/mL de penicilina e 200 pug/mL de
estreptomicina, mantido em banho de gelo. O lavado peritoneal dos animais foi
centrifugado a 1800 g por 7 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o
sedimento ressuspenso em meio RPMI 1640, sem soro fetal bovino. As células
foram contadas em camera de Neubauer utilizando como corante azul de tripan a
0,1% em solucdo tamponada com fosfatos, sendo ajustadas para uma concentracao
de 8 x 10°/mL.

Para determinacao da taxa de infeccao de macroéfagos, o cultivo dos mesmos
foi feito em placas de 24 pocos com laminulas redondas. Foi adicionado a placa
meio RPMI 1640 com 10% de SFB e as células foram mantidas em estufa a 37°C,
atmosfera de 5% de CO,, por duas horas. Apds esse periodo, as placas de cultura
foram lavadas com PBS a 37°C para retirar as células ndo aderentes. Promastigotas
recém isoladas de leséo cutanea de camundongos (cepas
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MHOM/BR/1977/LTB0016 e IFLA/BR/1967/PH8), e em fase estacionaria de cultivo,
foram coletados e lavados em PBS, (24x10° cells/mL) e adicionados a cultura de
macrofagos (na proporgéo Leishmania:macréfago de 3:1. Apos 2 horas de interacéo,
0s parasitos nao internalizados foram removidos por lavagem com PBS e incubada
com DEMEM contendo 10% de SFB. Para posterior quantificacdo da infeccao por
microscopia o6tica, as laminas dos tempos de infeccdo de 2 e 24 horas foram lavadas
em PBS a 37°C, fixadas e coradas com o kit pnético.

ApoGs a coloracdo, o numero de amastigotas no interior dos macréfagos foi
guantificado por observacdo através de microscopia optica (100x, Axioskop, Carl
Zeiss International) em trés pocos. Trezentas células em trés pocos foram
examinadas para a determinacdo do niumero médio de parasitos intracelulares por
100 ceélulas por poco, e da porcentagem de macrofagos infectados (taxa de
infeccdo). O indice endocitico foi obtido pela multiplicacdo da porcentagem de

macrofagos infectados pelo nimero médio de amastigotas por macrofago.

3.13. Analise estatistica dos resultados:

As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa Prism 6
(GraphPad software, San Diego, CA, USA), utilizando-se o teste t de student ou
Mann-Whitney Rank Sum, de acordo com a distribuicdo paramétrica ou nhao
paramétrica dos resultados, respectivamente. O nivel de significAncia adotado foi p <
0,05. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas e repetidos trés vezes
para a validagcdo. Todos os resultados gerados foram apresentados com os valores

de média e desvio padrdo obtidos pelo programa Prism 6.
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Tabela 1 - Sequéncia dos oligonucleotideos para a NTPDase-1 de Leishmania
(Leishmania) amazonensis e alfa-tubulina utilizados na PCR convencional.

Primers Sequéncia Tamanho do
produto

amplificado (pb)

Fw: 5-TMA TCG ACG CYG GCA GYA-3
ACR 1086
Rv: §-GAG AGS AGC CWA GAG ACC AG-3

Inicio do Fw: 5-ATG CGW CCG TAC TCC TCR GTG-3'

CDS Rv: 5 -CGG ACT CAG GTAGGA GCC GAAG -3 a2
Final do Fw: 5'-TAC GAA ACA CCT GAA CGA CGT GA -3
CDS Rv: 5'-TCA TTC CAT CTT GAG CAS GAA GGA -3 462
Alfa Fw: 5'- TCA AGT GCG GCATCA ACT AC -3
tubulina Rv: 5'- GAG TTG GCA ATC ATG CAC AC -3 ot

Tabela 2 - Sequéncia dos oligonucleotideos para a expressdo heterdloga da
NTPDase-1 com a hélice transmembranar de Leishmania (Leishmania)
amazonensis utilizados na PCR convencional.

Primers Sequéncia Tamanho do
produto

amplificado (pb)

Fw: 5- ATGCGWCCGTACTCCTCRGTG -3’

rLaNTPDase 1278
Rv: 5- TCATTCCATCTTGAGCASGAAGGA -3’

Tabela 3 - Sequéncia dos oligonucleotideos para a expressado génica da
NTPDase-1 de Leishmania (Leishmania) amazonensis utilizados na RT-qPCR.

Primers Sequéncia Tamanho do
produto

amplificado (pb)

Fw: 5- CGC TTT GCT GAT GAG GTG GTCC -3
LaNTPDase 145
Rv: 5- ACG GAG ATGCGT TGAGTG CCT G -3

Fw: 5'- TCA AGT GCG GCATCA ACT AC -3
Alfa tubulina 91
Rv: 5-GAG TTG GCA ATC ATG CAC AC -3

Fw: 5'-CCT CAT CGG CAA GGA GAT CG-3'
GAPDH 93
Rv: 5-TGC ACC GTG TCG TAC TTC AT-3
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4. Resultados

4.1. Amplificacdo da porcdo central da NTPDase-1 em Leishmania

(Leishmania) amazonensis:

Para realizar a clonagem e o sequenciamento da CDS correspondente a
NTPDase-1 em Leishmania (Leishmania) amazonensis, inicialmente foi realizada
uma RT-PCR com os oligonucleotideos desenhados para a regidao compreendida
entre as ACRs 1 — 5, seguida da visualizagédo do resultado em um gel de agarose
1%, apresentando uma Unica banda de 1086 nucleotideos, ao se utilizar DNA e
cDNA de Leishmania (Leishmania) amazonensis (Figura 10 A), demonstrando a
amplificacdo positiva da regido das ACRs e dos controles utilizados. Além disso,
também foi utilizado o controle da transcri¢do reversa (Mock), para confirmar que o
cDNA né&o apresentava contaminagao por DNA gendémico.

Com o objetivo de identificar a sequéncia completa do gene da NTPDase-1
de Leishmania (Leishmania) amazonensis, as PCRs foram realizadas sob as
condicOes descritas na metodologia, utilizando dois conjuntos de oligonucleotideos
desenhados para a regiao inicial do CDS e para a regiao final do CDS. O resultado
obtido foi visualizado por eletroforese em gel de agarose 2% (Figura 10 B)
apresentando uma unica banda de 424 nucleotideos para o inicio da sequéncia
codificante e 462 nucleotideos para o final da sequéncia codificante, quando se
utilizou DNA ou cDNA de Leishmania (Leishmania) amazonensis, demonstrando a
amplificac@o positiva da regido do inicio e final do CDS. O controle utilizado nesta
reacao da transcricao reversa (Mock), ndo amplificou, mostrando que o cDNA nao

apresentava contaminacao por DNA gendémico.
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1086bp

424/462bp

Figura 10 - Amplificacdo da LaNTPDase-1 utilizando dois conjuntos de oligonucleotideos desenhados para as regides ACRs e
para as regioes inicial do CDS e final do CDS. A: Gel de Agarose 1%, mostrando a amplificacdo da LaNTPDase-1 em
Leishmania (Leishmania) amazonensis para os oligonucleotideos desenhados para as regides compreendida entre as ACRs 1 -
5, 1- PM 100 pb, 2- Branco, 3- DNA utilizando oligonucleotideos para a ACRs, 4- cDNA utilizando oligonucleotideos para a
ACRs, 5- cDNA MOCK utilizando oligonucleotideos para a ACRs, 6- cDNA utilizando oligonucleotideos para a ACRs, 7- cDNA
MOCK utilizando oligonucleotideos para tubulina, 8- cDNA utilizando oligonucleotideos para tubulina, 9- cDNA MOCK
utilizando oligonucleotideos para tubulina, 10- cDNA utilizando oligonucleotideos para tubulina, 11- cDNA MOCK utilizando
oligonucleotideos para a tubulina B: Gel de Agarose 2% mostrando a amplificacdo da NTPDase-1 a partir de DNA e cDNA de
Leishmania (Leishmania) amazonensis, para os oligonucleotideos desenhados para as regifes inicial e final do CDS, 1 - PM
100pb, 2 - NTC - 3 DNA amplificado para a porc¢éo inicial do CDS, 4 - cDNA amplificado para a porcéao inicial do CDS, 5 - cDNA
MOCK para a porcéao inicial do CDS, 6 - DNA amplificado para a porc¢éao final do CDS, 7 - amplificado para a por¢éo final do
CDS, 8 - cDNA MOCK da porcéo inicial do CDS.
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4.2.Clonagem e sequenciamento dos produtos amplificados para a

NTPDase-1 de Leishmania (Leishmania) amazonensis:

Os trés produtos de PCR purificados, correspondentes a DNA e ao cDNA
para a regidao das ACRs da NTPDase-1 foram clonados. A eficiéncia de clonagem foi
confirmada pela digestdo do plasmideo purificado com a enzima de restricdo EcoRl,
seguida da visualizacado das bandas em um gel de agarose 0,8% (Figura 11 A). Foi
possivel observar duas bandas: uma correspondente ao vetor (superior) e a outra
correspondente ao inserto (inferior), indicando que a ligagado do vetor com o inserto
foi realizada. Todos os clones positivos foram selecionados para o sequenciamento
de DNA, que foi realizado conforme descrito na metodologia, na Plataforma-DNA de
Sequenciamento de DNA (PDTIS-Fiocruz).

Os 6 produtos de PCR purificados, correspondentes ao DNA e cDNA para as
porcdes inicial e terminal do CDS da NTPDase-1 foram clonados. A eficiéncia de
clonagem foi confirmada pela digestdo do plasmideo purificado com a enzima de
restricdo EcoRI, seguida da visualizacdo das bandas em um gel de agarose 0,8%
(Figura 11 B). Todos os clones positivos foram selecionados para o sequenciamento
de DNA, gue foi realizado conforme descrito na metodologia, na Plataforma-DNA de
Sequenciamento de DNA (PDTIS-Fiocruz).
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Figura 11 - Selecdo dos clones positivos. A: Gel de Agarose 0,8% dos plasmideos purificados tratados com EcoRI (ACRs), 1-
PM 100pb, 2-12- Colbnias positivas isoladas contendo o inserto ACR 1-5, 13- Vetor com o plasmideo vazio. B: Gel de Agarose
0,8% dos plasmideos purificados tratados com EcoRlI, (porc¢éo incial e final CDS): 1 - PM 1kb, 2-5 - clones positivos contendo
(DNA), 6-10 — clones positivos contendo o inserto do final CDS (DNA), 11-13 — clones positivos contendo o inserto do inicio
CDS (cDNA), 14-15 - clones positivos contendo o inserto do final CDS (cDNA), 16- vetor de plasmideo vazio, 17-19 — clones
positivos contendo o inserto do inicio CDS(cDNA), 20-25- clones positivos contendo o inserto do final CDS (cDNA).
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4.3.1dentificacdo do CDS correspondente a NTPDase-1 de Leishmania

(Leishmania) amazonensis:

As sequéncias de DNA obtidas (porcéo central compreendida entre as ACRs
1 a 5, e porgoes inicial e final da CDS) foram alinhadas utilizando o software MEGA
versdo 4.0. Com isso, foi possivel identificar a sequéncia codificante completa, do
transcrito correspondente ao gene, e a sequéncia predita de aminoacidos para a
LaNTPDase-1 (Figura 12). O alinhamento da sequéncia de aminoacidos predita com
as NTPDases-1 com outras espécies do género Leishmania (Tabela 4) apresentou
98% de similaridade e 88% de identidade com Leishmania (Leishmania) mexicana,
93% de similaridade e 88% de identidade com Leishmania (Leishmania) infantum,
93% de similaridade e 88% de identidade com Leishmania (Leishmania) donovani,
92% de similaridade e 87% de identidade com Leishmania (Leishmania) major e
88% de similaridade e 80% de identidade com Leishmania (Viannia) braziliensis
(Tabela 4).

A sequéncia completa de DNA da NTPDase-1 de Leishmania (Leishmania)
amazonensis obtida foi depositada no banco de dados do NCBI
(http://www.ncbi.nlm. nih.gov), com o nimero de acesso: JQ697233, G1:400381332.
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1 ACR1 70
amazonensis MRPYSSVRRMTQQSKRLRVAGTLVLSALVLFGEVVYHKSPLFSPCDSAYANVYDIVIDAGSTGSRVHVEQ

mexicana MRPYSSVEEMTQOSKRLEVAGTLVLSVLVLFGFIVYHESPLFSPCDSAYANVYDIVIDAGSTGSRVHVEQ
infantum MRPYSSVRRMTQQSKRLRIAGTLVLSALVIFGFLVYYQSPLLSPCDSAYANVYDVVIDAGSTGSRVHVEQ
donovani MRPYSSVEEMTQOSKERLEIAGTLVLSALVIFGFLVYYQSPLLSPCDSAYANVYDVV IDAGSTGSRVHVEQ
major MRPYSSVEEMTQQSKERLEVASTLVLSALVIFGFLVYHQSPLFSPCDSAYANVYDVV IDAGSTGSRVHVEQ
braziliensis MRPYSSVRRMTQQSNRLRVIGVLVLSAFVLEGEVIYSESPWESPCNSPYSNVYDIVIDAGSTGSRVHAVEQ
E e e e o i o i e i i e S i *TExTEEX X TF A& * ** *T*E * F EFExEAEF FTEXTETFETXEETFIATEELET L
71 ACR2 140
amazonensis YERSRTGVVLLKERFKRIEPGLSSFATDPDGAKESLTGLLRFADEVVPESYQRCTSVTLEKATAGLRLLFPE
mexicana YERSRTGVVLLEERFERIEPGLSSFTTDPDGAKESLTGLLRFADEVVPESYQRCTSVTLEATAGLRLLPE
infantum YERGRTGLVLLRERFERVEPGLSSFATDPDGAKES LAGLLRFADEVVPQSYQRECTEVT LEATAGLRLLPE
donovani YERGRTGLVLLRERFEKRVEPGLSSFATDPDGARKES LAGLLRFADEVVPQSYQRCTEVI LKATAGLRLLPE
major YERGRTGFVLLRERFERAEPDLSSFATDLDGAKASLEGLLRFADTVVPQSYQRCTSVTLEATAGLRLLPE
braziliensis YERSSTGVILLRERFKRIEPGLSSFATDQEGAKQSLAGLLRFAEKAVPRSYQRCTSVTLKATAGLRLLFE
*Ex * & *T*% TEETFEX Tk xEkEXT T F T*EF *k FTEEXTELTE ** *EET FF EFxEFFEXEETFATEELET L
141 ACR3 ACRA 210
amazonensis SDQQVMLDAAQQALNASPFQSRGASIISGAQEGVYGWLTVNYLLDRLDTDVATIAT IDMGGASTQVVEET
mexicana SDQQVLLDAAQQALNASPFQSRGASITISEGAQEGVY GWLTVNYLLDRLDTDVAT IAT IDMGGASTQVVEET
infantum SVOQVLLDAAQHTLNASPFQSRGASIT SEGAQEGVY GWLTVNYLLNRLDTDVATVAT IDMGGASTQVVEET
donovani SVQQVLLDAAQHTLNASPFQSRGASITISGAQEGVYGWLTVNYLLNRLDTDVATVAT IDMGGASTQVVFET
major SAQQALLDVAQHTLNASPFQSRGASIT SEGAQEGVY GWLTVNYLLDRLDTDVATVAT IDMGGASTQVVEET
braziliensis ADQQVLLDAAQQTLEAFPFQSRGASIVSGAQEGVYGWLTVNYLLNRLDKEGATVAT IDMGGASTQVVEFET
** Tt *F T F EFTEEFFEITELET FEXELEAFEAETEIFT XA ETETEE OEEE *TF FEETITETFIT AT EFTEXTETE
211 280
amazonensis TPTSGEWLPFNYAHQLRILKRTISVYQHSYLGLGMNEAKKKLMTLFAEANGTSSFPCFPRGYTKHLNDVE
mexicana TEPTSGEWLPFNYAHQLRIPERTISVYQHSY LGLGMNEAKEKLMTLFAEANGTSSFPCFPRGYTEHLNGVE
infantum TEPTSGEWLPFNYAHQLRTPERT ITMYQHSY LGLGMNEAKEKLMMS FAEANGTSSFPCFPRGYAERLNDVE
donovani TEPTSGEWLPFNYAHQLRTPERT ITMYQHSY LGLGMNEAKEKLMMS FAEANGTSSFPCFPRGYAERLNDVE
major TEPTSGEWLPFNYAYQLRTPERT IAMYQHSY LGLGMNEAKERLMTLFAEANGTLSFPCFPRGYTERVNGVE
braziliensis KFTSGEWLPFNYAHQLRTPKRTIAMYQHSYLGLGLNEAKKTLMTLFAKVNGTSFFSCFPRRATEHLNGVE
TEEXTEEET AT L LT THEX TEE & TEEEETXT XX TEXEEE TF ks e * EETEF E
281 350
amazonensis LENNDATDFDACVGLFREHVITTSTCRFDACGARGVPQPLFPSREHPVYAFSYFYDRLYHFHKEGREVYV
mexicana LENSDATDFDACVGLFREHVITTATCRFDACGARGVPQPLFPSRRHPVYAFSYFYDRLYHFHEEGREVYV
infantum LENSDATDFDACAGLEREHVITKTTCEFDACGARGVPQPLFPSRRHLIYAFSYFYDRLYHFSKEGSPVYV
donovani LENSDATDFDACAGLFHEHVITETTCEKFDACGARGVPQPLFPSRRHLIYAFSYFYDRLYHFSKEGSPVYV
major LENSDATDFNACAGLFREHVITTSTCEKFDACGARGVPQPLFPSRRHPIYAFSYFYNRLYDFLEEGSQVYV
braziliensis LRNGDSTDFDVCVNLFREHVITKPICRFDACGARGVPQPPLPSKQHPIYAFSYFYDRLYHFRSEGEPVYV
*TEx * *TEFX * T* Tk EEE T FExEITEXFEETEETET X T * * TxEETETEET EXE KX ** *E T
351 ACRS 420
amazonensis SLYKEVGKEVCHRESASRATTPEETACMELAYLYSFLTNGLGLGDDTALTVPIRIAGMSVSWSLGSSLSFE
mexicana SLYKEVGEEVCHRESASRATTPEETACMELAYLYSFLTNGLGLGDDTALTVPNRIAGMSVSWSLGSSLSE
infantum SSYKEVGQEVCHRESARRTTAPEETACMELAYMYSFLTYGLGLSDATALTVPNRIEGMAVSWSLGS SLSF
donovani SSYKEVGQEVCHRESARRTTAPEETACMELAYMYSFLTYGLGLSDATALTVPNRIEGMAVSWSLGS SLSF
major SSYKEVGQEVCHRESARRTTAPEETACMELAYMYSFLTYGLGLSDATVLTVPNRIEGMAVSWSLGS SLSF
braziliensis SSYKELGREVCQRESADHTTTPKETTCMELAYLYSFLTHGLGLSDDRTLEVPNRIEGIAVSWSLGCSLSFE
* *T*xE* & TFEXF EFELTEAE * ® *% FEFEXTEETEX XX EEF EEXETE X * ®% **% * *TrxEEET X FTETE
421 425
amazonensis LLEME
mexicana LLEME
infantum LLEME
donovani LLKEME
major LLKME

braziliensis VLEME
*TEE*

Figura 12 - Alinhamento multiplo das sequéncias de aminoacido de NTPDase-
1. A sequéncia predita da NTPDase-1 de Leishmania (Leishmania) amzonensis

comparada com as sequéncias de outras espécies de Leishmania

(Leishmania (Leishmania) mexicana, Leishmania (Leishmania) infantum,
Leishmania (Leishmania) donovani, Leishmania (Leishmania) major e
Leishmania (Viannia) braziliensis) depositadas no banco de dedados usando o
algoritmo BLAST. Os asteristicos representam a identidade entre os
amino&cidos e em destaque estdo as regides conservadas em apirase (ACRS).

46



Tabela 4 - Valores de similaridade e identidade obtidos através do alinhamento
realizado no BLAST com a sequéncia de aminoacidos da NTPDase-1 de
diferentes espécies de Leismania em relagdo a de Leishmania.

Espécie NUumero de Acesso Similaridade Identidade
Leishmania (L.) mexicana CBZ25018 98% 98%
Leishmania (L.) infantum XP_001464341.1 93% 88%
Leishmania (L.) donovani CBz32820 93% 88%
Leishmania (L.) major XP_001681917.1 92% 87%
Leishmania (V.)braziliensis 154334410 88% 80%
Rattus norvegicus NP_955426.1 48% 32%
Homo sapiens NP_001767.3 44% 28%
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4.4.Construcdo de arvore filogenética baseada na sequéncia da LaNTPDase-
1 e LaNTPDase-2:

Com base no alinhamento das sequéncias de aminoacidos para as NTPDase-
1 e para a NTPDase-2 de seis espécies do género Leishmania, sendo 5 espécies
presentes no subgénero Leishmania: Leishmania (Leishmania) donovani (CBZ32820
e CBZz32136); Leishmania (Leishmania) infantum (XP_001464341.1 e
XP_001463665.1); Leishmania (Leishmania) major (XP_001681917.1 e
XP_001681345.1); Leishmania (Leishmania) amazonensis (JQ697233.2);
Leishmania (Leishmania) mexicana (CBZ25018 e CBZ24328); e uma espécie
presente no subgénero Viannia, Leishmania (Viannia) braziliensis (XP_001562178.1
e XP_001562788.1) uma arvore filogenética foi construido (Figura 13) mostrando
gue a sequéncia da NTPDase obtida de Leishmania (Leishmania) amazonensis
pode ser classificada como NTPDase-1 e, como esperado, esta sequéncia esta mais
proximo de espécies do subgénero Leishmania. Além disso, como um grupo
controle, foram utilizadas as sequéncias de NTPDase-1 e NTPDase-2 de Homo
sapiens. Conforme esperado, estas duas sequéncias ficaram reunidas em um ramo
completamente separado dos demais, devido a menor similaridade que possuem

com as enzimas do género Leishmania.

48



100 (XP 001464341 L infantum NTPDase1
99 | | cBZ32820 L. donovani NTPDase1
96 I— XP 001681917 L. major NTPDasel
JQB97233 L. amazonensis NTPDasel
100 L 0BZ25018 L. mexicana NTPDaseT
——— XP 001562178 L. braziliensis NTPDase1
— XP 001562786 L. braziliensis NTPDase2
CBZ24328 L. mexicana NTPDase2
e XP 001681345 L. major NTPDase2
93 U XP 001463665 L. infantum NTPDase?2
100 | €BZ32136 L. donovani NTPDase?
NP 001767 H. sapiens NTPDasel
100 NP 001237 H sapiens NTPDase?2

100

100

—
01

Figura 13 — Dendograma estrutural das NTPDase-1. Os dois grandes grupos de relacdo resultam da homologia entre as
sequéncias de proteinas humanas (NP001767 e NP001237) e de Leishmania spp (Leishmania (Leishmania) donovani (CBZ32820
e CBZ32136); Leishmania (Leishmania) infantum (XP_001464341.1 e XP_001463665.1); Leishmania (Leishmania) major
(XP_001681917.1 e XP_001681345.1); Leishmania (Leishmania) amazonensis (JQ697233.2); Leishmania (Leishmania) mexicana
(CBZ25018 e CBZ24328); Leishmania (Viannia) braziliensis (XP_001562178.1 e XP_001562788.1). Os agrupamentos associados
as linhas verticais do dendrograma representam o grau de homologia entre as proteinas.

49



4.5.Modelo Tridimensional da NTPDase-1 Leishmania (Leishmania)

amzonensis:

A partir da sequéncia de aminoacidos da LaNTPDase-1 (JQ697233.2), a
estrutura secundaria da NTPDases-1 foi prevista utilizando o servidor PSIPRED
(Figura 14 A). A existéncia de um unico dominio hélice transmembranar foi previsto
pelo software TMHMM, na regido N-terminal, indicando que a LaNTPDase-1 pode
ser delimitada para a membrana plasmatica. Com base nas estruturas de proteinas
terciarias obtidos a partir de enzimas cristalizadas de Rattus norvegicus e Legionella
pneumophila, um modelo de comparacdo entre a LaNTPDase-1 (Figura 14 B) foi
construido com RMSD A 0,63 e 2,12 A, respectivamente. Observou-se que o sitio
ativo é formado por uma bolsa localizada na regido do nucleo da proteina, rodeado
por aminoacidos que pertencem as 5 ACRs. Além disso, na estrutura de R.
norvegicus, observou-se uma hélice alfa (a partir de Asn291 a Phe313) perto do
local de ligacdo de nucleotideos, o qual poderia atuar como uma aba durante a
interagdo com o substrato. Os aminoacidos envolvidos na interagdo com o
nucleotideo foi avaliado através da a interacdo da La-NTPDase com de Mg+2 e
AMPPNP, um analogo de ATP n&o hidrolisavel, indicando uma distancia raio de 5A
(Figura 15). Através desta interacdo foi possivel observar a presenca dos
aminoacidos das 5 ACRs no sitio ativo da LaNTPDase-1. A ACR5 é a regido
conservada mais distante do sitio ativo, contribuindo com apenas um amino&cido
(Trp412). O alinhamento estrutural de amino&cidos assinala que trés residuos da
ACR1 (THR 62, Gli 63 e Arg65) e uma da ACR 4 (Metl99) sao distintos entre
Leishmania (Leishmania) amazonensis e R. norvegicus, o que poderia resultar em
uma diferenca significativa para o substrato de ligacdo e catalise entre os mamiferos
e tripanosomatideos.
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Figura 14 - Modelo tedrico estrutural da LaNTPDase-1. Em (A) representacao
dos calculos de predicdo da estrutura secundaria da LaNTPDase-1. Em
vermelho os aminoacidos correspondentes a alfa hélice transmembranar
predito por TMHMm e PCISS. Em (B). Sobreposicéo da estrutura tridimensional
da LaNTPDase-1 e Rattus novergicus ecto-NTPdase-1. As ACRs sé&o indicadas

pelas setas, em azul a estrutura tridimensional da LaNTPDase-1, em amarelo o
modelo de Rattus novergicus.
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AMPPNP

ACR 1 2 3 4 5
Rattus norvegicus DAGSSHNTA_GEDLGGASQKDSAFVFVYEYSW
Leishmania amazonensis DAGSTCRTAGEDMGGASOQMNYAYFRPETAEW
Legionella pneumophila DAGSTGRTAGEDMGGASQQTGGNLSDYQYLW

Figura 15 - Residuos de aminoé&cidos potencialmente envolvidos no sitio de ligacdo da LaNTPDase-1 nucleotideo. A partir do
alinhamento estrutural dos aminoéacidos da regido de A-radius em torno do sitio de ligagdo do AMPPNP (a partir da
cristalizacdo de L. pneumophila NTPDase-1). Os aminoacidos estdo representados com as ACRs. Em azul os aminoacidos
conservados dentre as trés estruturas. Em rosa é demonstrado uma regido de alta variacdo. As ACRs 1 e 4, nas cores laranja,
verde e roxo representam os aminoacidos entre essas espécies. O AMPPNP é representado por bastédo e bola e os residuos de
aminoacidos estdo representados por bastdes. As esferas verdes representam a ligacédo entre o ion Mg2+ e o AMPPNP.
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4.6.Clonagem da rLa-NTPDase-1.:

Para realizar a clonagem da NTPDase-1 recombinante foi realizada uma PCR
utilizando os oligonucleotideos desenhados para amplificar o gene da NTPDase-1
de Leishmania (Leishmania) amazonensis na presenca e na auséncia do dominio de
ligacdo a membrana (hélice transmembranar), que foi identificado previamente
através da analise da estrutura predita. Em seguida, visualizou-se o resultado em
um gel de agarose 1% (Figura 16), que apresentou uma uUnica banda de 1278
nucleotideos representando a sequéncia nucleotidica completa desta enzima e outra
banda de 1122 nucleotideos representando a sequéncia nucleotidica sem o dominio
de ligacdo a membrana. Os controles utilizados nesta reacdo (tubulina e NTC)
foram positivos através da observacdo da amplificacdo do gene correspondente a
alfa-tubulina. Além disso, também foi utilizado o controle negativo (NTC) e o controle
da transcricdo reversa (Mock), para confirmar que o cDNA nao apresentava
contaminacgéo por DNA gendmico.

As bandas foram cortadas e purificadas utilizando o kit GenElute PCR Clean-
Up Kit (Sigma) seguindo as instrucdes do fabricante. A eficiéncia de clonagem foi
confirmada utilizando a PCR colénia com os oligonucleotideos desenhados para a
NTPDase com o dominio transmembranar (Figura 17 A) e um par de
oligonucleotideos que amplificam a regido central do gene, utilizado também nos
experimentos de RT-gPCR (Figura 17 B). Os produtos foram visualizados em um gel
de agarose 1%, observando as bandas correspondentes ao inserto e ao plasmideo.
Todos os clones positivos foram selecionados para o sequenciamento de DNA, que
foi realizado conforme descrito na metodologia, na Plataforma de Sequenciamento
de DNA (PDTIS-Fiocruz). Os produtos sequenciados foram alinhados através do
software MEGA e comparados com a sequéncia depositada.
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1278pb
1122pb

Figura 16 - Andlise dos produtos de amplificados do gene LaNTPDase-1 com e sem o dominio de ligacdo a membrana da PCR.
1. MW 100bp, 2. C-, 3. MOCK, 4. NTPDase-1 (0 dominio de ligacdo a membrana), 5. NTPDase-1 (sem o dominio de ligacdo a
membrana), 6. NTC, 7-8. cDNA de Leishmania (Leishmania) amazonensis amplificado para o alvo da alfa tubulina.

54



1278bp

150bp

Figura 17 - Andlise dos produtos de amplificados do gene LaNTPDase-1 da PCR de coldnia. A - PCR colbnia realizada com o0s
oligonucleotideos com o dominio de ligagcdo a membrana. 1. PM 100bp, 2. NTC, 3. DNA de L. amazonensis, 4. Clone B5, 5.
Clone B8, 6. Clone B9. B - PCR col6nia realizada com os oligonucleotideos para RT-gPCR. 1. PM 100bp, 2. NTC, 3. DNA de L.

amazonensis, 4. Clone B1, 5. Clone B2.
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4.7.Inducéo da expresséao da La-NTPDase-1:

A inducéo da expressao da NTPDase-1 foi avaliada por Dot Blot para os 4
clones selecionados utilizando o anticorpo anti histidina, onde foi possivel observar
em apenas dois clones 0 aumento da expressao de proteina apos 4 e 5 horas
(Figura 18). Para confirmar a expressdo da NTPDase-1, através do peso molecular
da proteina expressa, foi realizado um western blot utilizando as amostras apés 4
horas de inducdo e na concentracdo de 2%, sendo possivel observar nos 4 clones
as bandas correspondente ao tamanho esperado (Figura 19 A). Também foi
avaliado a expressédo da NTPDase-1 com o uso de um tampé&o de lise, para verificar
se a proteina estaria localizada na fracao soluvel ou ligada a membrana plasmatica.
Foi realizado um western blot dos clones positivos apés a indugéo, sendo possivel
observar que a proteina se encontra ligada a membrana plasmatica em maiores

proporcdes e em menores propor¢cdes na fracao soluvel (Figura 19 B).
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Figura 18 - Deteccao da expressao da rLaNTPDase-1 por Dot Blot dos clones
B8(A) e B1(B) utilizando o anticorpo para histidina. A indugé@o da expresséo da
rLaNTPDase-1 foi avaliada com diferentes concentracdes de arabinose (2%,
0,2%, 0,02% e 0,002%) e durante o crescimento ap6s 0, 4 e 5 horas de inducdao.
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Figura 19 - Deteccdo da expressdo da rLaNTPDase-1 por Western Blot (A) dos
clones B8, B9, B1 e B2 utilizando o anticorpo anti-histidina. 1. Clone B8 0
horas, 2. Clone B9 0 horas, 3. Clone B1 0 horas, 4. Clone B2 0 horas, 5. Clone
B8 4 horas, 6. Clone B9 4 horas, 7. Clone B1 4 horas, 8. Clone B2 4 horas. B.
Deteccéo da expressédo da LaNTPDase-1 nos clones tratados com tampéo de
lise por Western Blot dos clones B8, B9, B1 e B2 utilizando o anticorpo anti-
histidina. 1. Clone B1 fracéo citoplasmatica, 2. Clone B2 frag&o citoplasmatica,
3. Clone B8 fracao citoplasmatica, 4. Clone B9 fracdo citoplasmatica, 5. Clone
Bl fracdo de membrana, 6. Clone B2 fragdo de membrana, 7. Clone B8 fragdo
de membrana, 8. Clone B9 fracdo de membrana.
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4.8.Comportamento biolégico in vitro das cepas IFLA/BR/1967/PH8 e
MHOM/BR/1977/LTB0016:

Os perfis das curvas de crescimento dos promastigotas das cepas
IFLA/BR/1967/PH8 e MHOM/BR/1977/LTB0016 foram estabelecidos em meio
Schneider. As andlises das curvas de crescimento das duas cepas estudas
indicaram perfis diferentes das fases logaritmica e estacionéarias de crescimento in
vitro. A cepa MHOM/BR/1977/LTB0016, mostrou uma fase de crescimento
logaritmica com intervalo de trés dias de cultura, atingindo a fase estacionaria no
guarto dia de cultivo. A cepa IFLA/BR/1967/PH8 apresentou uma fase de
crescimento logaritmica com intervalo de dois dias de cultura, atingindo a fase
estacionaria no terceiro dia de cultivo (Figura 20). Interessantemente, a analise da
expressao génica da LaNTPDase-1 na cepa MHOM/BR/1977/LTB0016 entre os
diferentes dias de cultivo (Figura 20), ndo apresentou nenhuma diferenca
significativa (p<0,05) em relacdo ao primeiro dia de cultivo. Por outro lado, foi
observado na cepa IFLA/BR/1967/PH8 um aumento significante (p<0,05) da
expressao deste gene no dia quarto dia cultivo (4,3+2), em relagdo ao primeiro dia.

A suscetibilidade dos macréfagos as diferentes cepas de Leishmania
(Leishmania) amazonensis foi avaliada por meio da determinacdo da taxa de
infeccdo de macréfagos infectados com as cepas em estudo. Primeiramente,
realizou-se um ensaio preliminar com o objetivo de determinar a melhor proporgao
de Leishmania/macrofagos para os ensaios de infeccdo. Desse modo, macrofagos
peritoneais de camundongos BALB/c foram isolados e infectados com promastigotas
em fase estacionaria  de Leishmania  (Leishmania) amazonensis
(MHOM/BR/1977/LTB0016 e IFLA/BR/1967/PH8) nas propor¢des de infeccdo de 5:1
e de 3:1 parasitos por macréfagos nos tempos de infeccdo de 2 e 24 horas. O
namero de amastigotas intracelulares foi quantificado por microscopia Optica. A
propor¢cdo de 3:1 foi escolhida visto que, na proporcdo 5:1 ndo foi possivel
determinar as taxas de infeccdo, devido a superinfeccdo que destruiu todos os
macrofagos (ndo sendo possivel, portanto, realizar a quantificacdo — dados nao

mostrados).
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Imagens das infec¢des para cada cepa no tempo de cultivo de 24 horas sdo
representadas na figura 21 B e figura 22 B. A quantificagéo da infeccédo foi realizada
através de microscopia O6tica, que permitiu observar macrofagos reativos contendo
vacuolos parasitoforos, contendo formas amastigotas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis no seu citoplasma. A partir da microscopia, verificou-se que as células
infectadas pela cepa IFLA/BR/1967/PH8 de Leishmania (Leishmania) amazonensis
(Figura 22 A) possuem vacuolos parasitéforos maiores contendo maior nimero de
parasitos do que os macréfagos infectados com a cepa MHOM/BR/1977/LTB0016
(Figura 21 A).

A porcentagem de infeccdo de macr6fagos para a cepa
MHOM/BR/1977/LTB0016 foi bastante variavel entre as duas condi¢cdes de tempo
testadas (Figura 21 C). Observou-se que a infeccdo realizada em 2 horas
apresentou uma taxa de infeccdo de macréfagos mais baixa (9,5%+5,8) quando
comparada com a infeccao realizada no tempo de 24 horas (18,1%+5,2). O mesmo
ndo foi observado quando foi avaliado o nimero de amastigotas em relacdo ao
namero de células infectadas (Figura 21 D), ndo havendo diferenca estatistica no
tempo de 2 horas (1,3+0,2) e 24 horas (1,5%0,2).

A porcentagem de infeccdo de macrofagos para a cepa IFLA/BR/1967/PH8 foi
bastante variavel entre as duas condicdes de tempo testadas (Figura 22 CB).
Observou-se que a infecgéo realizada em 2 horas apresentou uma taxa de infec¢ao
de macrofagos mais baixa (10,6%+3,7) quando comparada com a infeccdo realizada
no tempo de 24 horas (30,9%z6,2). O mesmo nao foi observado quando foi avaliado
0 numero de amastigotas em relacdo ao numero de células infectadas (Figura 22 D),
ndo havendo diferenca estatistica no tempo de 2 horas (1,3+0,2) e 24 horas
(1,4%0,1).

O indice endocitico foi calculado através da multiplicacdo da porcentagem de
macrofagos infectados pelo nimero médio de amastigotas por macrofago. O indice
endocitico em 24 horas foi bastante variavel entre as duas cepas (Figura 23).
Observou-se que a cepa IFLA/BR/1967/PH8 apresentou um indice de
46,667+13,489, quase o0 dobro do valor obtido para a cepa
MHOM/BR/1977/LTB0016(27,5+7,5). Ao fazermos as analises estatisticas desses
valores pelo método do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney Rank Sum p<0.05,
indicando que a infectividade, avaliada através do indice endocitico, foi

significativamente maior para a cepa IFLA/BR/1967/PH8.
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Figura 20 - Curva de crescimento da Leishmania (Leishmania) amazonensis das cepas MHOM/BR/77/LTB0016 e
IFLA/BR/1967/PH8, formas promastigotas 1x10° células/mL foram cultivadas e contadas a cada dia de cultivo. Dados
representam a média dos resultados de trés experimentos independentes + desvio padrdo. Andlise estatistica foi realizada
utilizando o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney Rank Sum.*p<0.05 (versus dia 1).
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Figura 21 - Infeccédo in vitro de macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c com a cepa MHOM/BR/1977/LTB0016. As
infeccbes foram realizadas na proporcdo de 3 parasitos por macréfago. Apds os tempos de incubacdo as células foram
coradas por pandético e contas por microscopia 6tica (A — imagem representativa do tempo de 2 horas). (B — imagem
representativa do tempo de 24 horas). Os valores expressam a porcentagem de macréfagos infectados (C) e o numero de
parasitos por macrofagos infectados (D) em 2 e 24h de infec¢do. *p<0.05 (versus 2 horas de infecc¢ao).
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Figura 22 - Infeccao in vitro de macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c com a cepa IFLA/BR/1967/PH8. As infeccdes
foram realizadas na proporcédo de 3 parasitos por macrofago. Apds os tempos de incubacdo as células foram coradas por
pandtico e contas por microscopia oOtica (A — imagem representativa do tempo de 2 horas). (B — imagem representativa do
tempo de 24 horas). Os valores expressam a porcentagem de macréfagos infectados (C) e o numero de parasitos por
macroéfagos infectados (D) em 2 e 24h de infecgédo. *p<0.05 (versus 2 horas de infec¢éao).
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Figura 23 - Determinacgdo do indice endocitico ap6s 24 horas de infeccdo das
cepas MHOM/BR/1977/LTB0016 e IFLA/BR/1967/PH8. *p<0.05 (versus LTB0016).
indice endocitico= % de macrofagos infectados x média de
amastigotas/macréfago infectado.
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4.9.Expressdo dos genes Alfa tubulina e GAPDH para as cepas
IFLA/BR/1967/PH8 e MHOM/BR/1977/LTB0016 e diferentes formas

morfolégica da Leishmania (Leishmania) amazonensis:

No sentido de avaliar se 0os genes escolhidos para a realizacdo deste estudo,
alfa-tubulina e GAPDH, seriam bons alvos para normalizacdo dos nossos ensaios de
RT-PCR em Tempo Real, apresentando uma expressdo constitutiva entre as
diferentes cepas e formas morfol6ficas da Leishmania (Leishmania) amazonensis,
avaliamos os valores de CTs obtidos na curva de amplificacdo para todos os alvos
(Figura 24 A, C e E) e a curva de Melting obtida nos experimentos realizados (Figura
24 B, D e F). Realizamos também um gréafico baseado nos valores de CT obtidos por
estes alvos, para cada uma das amostras testadas (Figura 24 G).

Observamos que ambos os genes testados foram bons candidatos a genes
de referéncia, pois apresentaram uma pequenas variacdes entre as diferentes
formas morfologicas observadas na curva de amplificacdo e através dos valores de
Cts obtidos (Figura 24).
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Figure 24 - Expressao dos genes alfa tubulina e GAPDH para a cepa MHOM/BR/1977/LTB0016. Em (A) Curva de amplificacdo da RT-
gPCR para o gene da LaNTPDase-1. (B) Curva de Melting da RT-qgPCR para o gene da LaNTPDase-1. (C) Curva de amplificacdo da
RT-gPCR para o alfa tubulina. Em (D) Curva de Melting da RT-gPCR para o gene alfa tubulina. Em (E) Curva de amplificacdo da RT-
gPCR para o gene GAPDH. Em (F) Curva de Melting da RT-gPCR para o gene GAPDH. Em (D) avaliacdo dos valores de CT obtidos
nos experimentos de RT-qPCR para os alvos alfa-tubulina e GAPDH com diferentes formas morfolégicas de Leishmania (Leishmania)

amazonensis.
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4.10. Avaliacdo da expressdo do gene LaNTPDase-1 em promastigotas

e amastigotas:

Alguns autores como Berrédo-Pinho et al, 2001, Ennes-Vidal et al, 2011 e De
Souza et al 2010 demonstraram que a atividade ecto-ATPasica estaria relacionada a
infeccdo do parasito. Desse modo, avaliamos a expressdo da LaNTPDase-1 em
durante o crescimento de formas promastigotas e entre as diferentes formas
morfoldgicas: formas promastigotas e amastigotas obtidas in vitro ou através de
infec¢cdes in vitro em macrofagos da linhagem J774 e de lesGes. Com base na
sequéncia codificante obtida anteriormente neste trabalho, desenvolvemos um
ensaio de RT-gPCR para detectar a expressao da LaNTPDase-1, a fim de avaliar a
modulacéo deste gene em formas promastigotas e amastigotas.

A andlise da expressdo génica da cepa MHOM/BR/1977/LTB0016 (Figura
25), entre os diferentes dias de cultivo ndo apresentou nenhuma diferenca
significativa em relacdo ao primeiro dia de cultivo.

A analise da expressédo génica da cepa IFLA/BR/1967/PH8 (Figura 25), entre
os diferentes dias de cultivo foi observado um aumento na expresséo desta enzima
no dia 4 de cultivo de 4,3+2 em relagc&o ao primeiro dia.

A andlise da expressdo génica da LaNTPDase-1 entre as formas
promastigotas e amastigotas da cepa IFLA/BR/1967/PH8 foi bastante variavel,
porém estatisticamente significativa, entre as formas amastigota axénica 5,2 +0,8,
amastigota derivado de macréfago 7,3 +1,1 e amastigota derivado de lesao 6.7+1.4
guando comparados com as formas promastigotas (Figura 26 A).

A andlise da expressdo génica da LaNTPDase-1 entre as formas
promastigotas e amastigotas da cepa MHOM/BR/77/LTB0016 apresentou um
aumento entre as formas amastigota axénica 0,8+0,47, amastigota derivado de
macrofago 2,3+0,65 e amastigota derivado de lesdo 1,0+0,55 quando comparados

com as formas promastigotas (Figura 26 B).
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Figure 25- Expressédo da LaNTPDase-1 durante uma curva de crescimento de Leishmania (Leishmania) amazonensis das cepas
MHOM/BR/77/LTB0016 e IFLA/BR/1967/PH8. A expressdo do gene da LaNTPDase-1 foi estimado por RT-gPCR. Dados
representam a média dos resultados de trés experimentos independentes + desvio padrdo. Analise estatistica foi realizada

utilizando o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney Rank Sum.*p<0.05 (versus forma promastigota).
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Figura 26 - Expressdo da LaNTPDase-1 em diferentes formas evolutivas de Leishmania (Leishmania) amazonensis da cepa
IFLA/BR/1967/PH8 (A) e da cepa MHOM/BR/77/LTB0016 (B). O RNA foi extraido das formas promastigotas, amastigotas
axénicas, amastigotas derivadas de macréfago e amastigotas derivadas de lesdo. A expressdo do gene da LaNTPDase-1 foi
estimado por RT-gPCR. Dados representam a média dos resultados de trés experimentos independentes + desvio padrao.
Andlise estatistica foi realizada utilizando o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney Rank Sum.*p<0.05 (versus forma

promastigota).
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5. Discusséao

As leishmanioses sdo doencas infecto-parasitarias causadas por varias espécies
do género Leishmania. No Brasil, a espécie Leishmania (Leishmania) amazonensis
€ 0 agente etioldgico com mais ampla distribuicdo (de Aradjo et al, 2014). Apesar de
esta espécie ser responsavel pela leishmaniose tegumentar americana (LTA)
(Camara et al, 2011), também causa infeccdo com caracteristicas imunopatogénicas
contrastantes. Devido as limitagBes do tratamento atual, a leishmaniose representa
ainda hoje, um sério problema na saude publica em vérias partes do mundo. Nesse
sentido, a busca de novos quimioterapicos para o tratamento desta doenca ainda é
um grande desafio para os pesquisadores, visto que 0s parasitos acabam
desenvolvendo também, através de varios mecanismos, resisténcia aos
quimioterapicos mais utilizados (Kumar et al, 2014). A Leishmania (Leishmania)
amazonensis atua inibindo a resposta pré-inflamatdria anti-Leishmania, conduzindo
a infeccdo para o polo anérgico do espectro imunopatolégico, representado pela
leishmaniose cutanea difusa e uma resposta imune marcante do tipo 2 ou
reguladora (Silveira et al, 2009).

As funcdes das NTPDases ainda n&o séo totalmente conhecidas, sendo alvos de
diversos estudos em diferentes organismos. Acredita-se que estas enzimas estejam
relacionadas com a adesao celular, resgate de purinas, protecédo contra os efeitos
citoliticos, transducédo de sinal, regulacdo da coagulacdo sanguinea, modulagcédo do
processo inflamatério e da resposta imune. A sinalizacdo purinérgica envolve
nucleotideos trifosfato (NTP) e difosfato (NDP) como mensageiros extracelulares,
em conjunto com receptores purinérgicos do tipo 1 (P1) e do tipo 2 (P2) (Burnstock,
2007). Em eucariotos superiores acredita-se que esta sinalizacdo pode estar
relacionada com a modulagcédo da inflamac&o e da resposta imunoldgica (Rayah e
cols, 2012; Di Virgilio, 2007). A superficie celular contém varias nucleotidases
capazes de hidrolisar estes nucleotideos extracelulares (Zimmermann, 2001). Em
tripanosomatideos, as ecto-NTPDases tém um importante papel na aquisicao de
purinas, na modulacdo da infeccdo parasitaria e na adeséao celular (De Souza et al,
2010; Santos et al, 2009; Coimbra et al, 2008; Meyer-Fernandes et al, 2004).
Estudos anteriores descreveram uma atividade ecto-NTPDasica sobre a superficie

externa de Leishmania (Leishmania) amazonensis, sensivel aos inibidores
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extracelulares tais como DIDS, Suramina e CrATP (Berrédo-Pinho et al, 2001;
Burnstock, 2007; Moreira et al, 2009). Na auséncia de Mg2+, as células intactas sao
capazes de hidrolisar tanto ATP e ADP, enquanto o Mg2+ estimula apenas a
hidrélise de ATP, o que sugere que a Leishmania (Leishmania) amazonensis possui
tanto uma dependéncia quanto uma independéncia de Mg2+ na atividade da ecto-
NTPase. Em um trabalho anterior do nosso grupo (Ennes-Vidal et al, 2011), foi
demonstrado que a inibicdo da atividade da ecto-ATPase por CrATP reduz
significativamente os indices de adesdo e endocitico sobre a interacdo de
Leishmania (Leishmania) amazonensis com o macréfago, ressaltando a importancia
dessas enzimas para a infectividade do parasito.

Assim, este trabalho teve como objetivo utilizar métodos moleculares para
identificar a NTPDase-1 de Leishmania Leishmania amazonensis, a fim de contribuir
com o conhecimento desta enzima para compreender seu papel no metabolismo do
parasito e caracterizar as diferencas no perfil de infectividade/viruléncia macrofagos
murinos infectados in vitro e por macréfago de linhagem.

Para iniciar este estudo, na auséncia da anotacdo genoma de Leishmania
(Leishmania) amazonensis, os oligonucleotideos utilizados neste projeto, para a
obtencdo da sequéncia da NTPDase-1 em Leishmania (Leishmania) amazonensis,
foram desenhados a partir do alinhamento da sequéncia nucleotidica desta enzima
descritas em Leishmania (Leishmania) major, Leishmania (Leishmania) infantum e
Leishmania (Viannia) braziliensis (Figura 12), como descrito na metodologia.

A partir da CDS completa, identificamos as cinco ACRs ha sequéncia prevista de
aminoacidos, confirmando que esta enzima € uma apirase. O alinhamento da
sequéncia identificada em Leishmania (Leishmania) amazonensis com as
NTPDases-1 identificadas em outras espécies do género Leishmania mostrou uma
elevada identidade entre eles. No entanto, para confirmar se a sequéncia obtida
corresponde a uma NTPDase-1, um dendograma foi construida a partir das
sequéncias de aminoacidos das NTPDases-1 e das NTPDases-2 (figura 13). Assim,
observamos que a NTPDase-2, descrita apenas para a Leishmania (Leishmania)
major, Leishmania (Leishmania) mexicana, Leishmania (Leishmania) infantum,
Leishmania (Leishmania) donovani e Leishmania (Viannia) braziliensis, até o
momento, foi organizada em um ramo separado, indicando que a sequéncia
estudada da Leishmania (Leishmania) amazonensis pertence a familia da NTPDase-

1. Além disso, o dendograma indicou um distanciamento importante entre as
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sequéncias das NTPDases de diferentes subgéneros e de espécies de interesse,
sugerindo um potencial para o gene da LaNTPDase-1 também na genotipagem de
Leishmania. Entretanto, estudos mais aprofundados, e com maior namero de
sequéncias a serem alinhadas, devem ainda ser realizados para sustentar esta
premissa.

A partir da sequéncia de amino&cidos avaliamos a estrutura tridimensional desta
enzima in silico através de métodos comparativos, onde observamos primeiramente
gue a enzima em guestao se trata de uma NTPDase-1, por apresentar um dominio
de ligacdo a membrana. Observamos também que a regido do sitio ativo é composto
pelas 5 ACRs. Ao compararmos a estrutura da LaNTPDase-1 com o modelo de R.
norvegicus observamos diferencas importantes, especialmente na regido de ligacao
ao nucleotideo. A diferenca observada de quatro aminoacidos pertencentes a ACRs
pode levantar a possibilidade ao projeto racional de moléculas para se ligar
especificamente a enzima do parasito. A partir desta caracterizacao, investigacdes
futuras utilizando mutagénese sitio-dirigida e abordagens de knockout de genes em
modelos recombinantes podem contribuir para uma maior compreensao do papel
desta enzima para a fisiologia do parasito, mesmo para explorar o seu potencial uso
como alvo quimioterapéutico.

A expressao heterologa da LaNTPDase-1 foi realizada utilizando dois conjuntos
de oligonucleotideos desenhados para o CDS completo desta enzima e para a
sequéncia sem o dominio de ligagdo & membrana. Neste estudo, trabalhamos com o
CDS completo desta enzima a fim de minimizar os efeitos da remodelagem no
modelo procarioto. Portando, avaliamos as melhores condi¢cdes da inducdo desta
enzima recombinante, a concentracdo da arabinose e o tempo de crescimento para
obter a maior concentragcdo desta enzima na purificacdo. Decidimos investir na
producdo da enzima recombinante para futuramente produzir um anticorpo anti-
NTPDase-1 de Leishmania (Leishmania) amazonensis. Isto se faz necessério
devido a auséncia de um anticorpo comercial especifico para esta enzima, o que
dificulta a realizacdo de experimentos de imunolocalizacdo e a dosagem especifica
da LaNTPDase-1 traduzida. Atualmente, utilizamos o anticorpo anti-CD39 humana,
gue possibilita uma reacdo cruzada com amostras de Leishmania. Porém, com o
desenvolvimento de ensaios utilizando camundongos, macréfagos peritoniais e de
linhagem, a utilizacdo do mesmo se torna inviavel, devido a falta de especificidade

no reconhecimento das NTPDases do parasito e do hospedeiro.
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As andlises envolvendo as NTPDases em Leishmania tém sido realizadas
através da medida da atividade ecto-ATPé&sica e ecto-ADPasica, através da
dosagem de fosfato extracelular, proveniente da hidrolise de nucleotideos tri e
difosfatados adicionados a reacdo. Entretanto, estudos anteriores j& demonstraram
gue as NTPDases nao estdo localizadas apenas na membrana plasmatica (Samson
et al, 2014; Fietto et al, 2004), mas também na membrana de diversas organelas e
no citoplasma. Assim, a utilizacdo de uma enzima purificada € necessaria para uma
completa caracterizagdo molecular, como a determinacdo de parédmetros cinéticos
de Vmax e Km, sensibilidade e especificidade a inibidores etc. Devido a pequena
guantidade destas enzimas nas membranas celulares do parasito, o que dificultaria
a purificacdo da enzima nativa, a producédo de uma NTPDase recombinante se torna
uma alternativa promissora. Neste trabalho, avangcamos com a expressao heteréloga
da LaNTPDase-1, obtendo clones de E. coli que expressam a enzima recombinante
em quantidades elevadas. Porém, a purificacdo da mesma sera realizada
futuramente.

Além disso, as duas cepas utilizadas no estudo foram cedidas pela CLIOC e esta
ndo possui controle sobre o nimero de passagens in vitro das cepas, ndo havendo,
portanto manutencdo da viruléncia. De acordo com MACHADO 2014 repetidas
séries de passagens in vitro modificam o desenvolvimento das promastigotas,
alterando, por exemplo, as propriedades de viruléncia e diminuindo a proporgéo de
promastigotas metaciclicas. Desse modo, antes do inicio dos ensaios da curva de
crescimento, de infeccdo e a avaliacdo da expessao génica foi necessario fazer uma
passagem das cepas em camundongos BALB/c, na tentativa de garantir 0 sucesso
do isolamento e homogeneizacao da viruléncia das cepas em estudo.

A observacdo da curva de crescimento das duas cepas de Leishmania
(Leishmania) amazonensis utilizadas neste estudo se fez necessaria, pois permitiu
acompanhar o perfil de cada cepa, determinando as fases exponencial e
estacionéaria de crescimento da Leishmania no sistema de cultivo utilizado (Cysne-
Finkelstein et al, 1998). Além disso, a determinacdo da fase estacionaria, na qual
predominam as promastigotas metaciclicas, era necessaria, visto que esta fase
possui maior potencial infectante do que o estagio de promastigotas prociclicas ou
crescimento logaritmico, permitindo a infeccdo das células pelas cepas em estudo. A
andlise da curva de crescimento in vitro (Figuras 20) mostrou similaridade no curso

temporal do crescimento de formas promastigotas das duas cepas de Leishmania
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(Leishmania) amazonensis, que atingiram a fase estacionaria no 3° dia de cultivo
para a cepa IFLA/BR/1967/PH8 e o 4° dia de cultivo para a cepa
MHOM/BR/1977/LTB0016, indicando uma pequena diferenca quanto ao tempo de
replicacdo celular em cultivo in vitro, com a cepa IFLA/BR/1967/PH8 se multiplicando
mais rapidamente em meio Schneider.

Neste estudo, foi observado também o aumento da expressao da LaNTPDase-1
durante o crescimento celular da cepa IFLA/BR/1967/PH8, que foi cerca de 4 vezes
maior no quarto dia de cultivo, o que corresponde a fase estacionaria da curva. O
mesmo nao foi observado para a cepa MHOM/BR/77/LTB0016. Em 2006, Pinheiro
et al analisaram a atividade ecto-ATPasica em Leishmania (Leishmania)
amazonensis durante as fases do crescimento, demonstrando ser mais elevada no
final da fase logaritmica e observou-se também que esta atividade ¢é
aproximadamente 10 vezes maior na forma amastigota do que na forma
promastigota. Resultados semelhantes foram observados por Frasson et al; para o
parasito Trichomonas vaginalis, que também é incapaz de fazer sintese de purinas
de novo. Quando cultivado numa condicdo limitada de suplementacdo de soro, o
parasito aumentou significativamente a expressao do gene. Em 2010, De Souza et
al, avaliaram as atividades ecto-NTPDasicas em cepas virulentas e avirulentas de
Leishmania (Leishmania) amazonensis, observando a correlacéo entre as atividades
ecto-nucleotidasicas e a viruléncia do parasito, bem como a resposta imune
associada a infec¢céo por estes parasitos. Observou-se que as cepas mais virulentas
apresentavam maior atividade ecto-nucleotidasica e desencadeavam menor
resposta imune do hospedeiro vertebrado, o que facilitava a infeccdo. Ambos os
fenbmenos estariam relacionados a diminuicdo dos niveis de ATP no meio
extracelular produzida pelas ecto-nucleotidases.

Na comparacao da expressao da LaNTPDase-1 entre os dois isolados avaliados
nesse estudo, constatou-se uma maior variacdo com a cepa IFLA/BR/1967/PH8
(Figura 24 A), foi bastante variavel, entre as formas amastigota axénica 5,2+0,8,
amastigota derivado de macréfago 7,3 +1,1 e amastigota derivado de lesédo 6.7+1.4
guando comparados com as formas promastigotas. Ao avaliarmos a cepa
MHOM/BR/1977/LTB0016, observamos o aumento da expressdo somente das
formas amastigotas obtidas de macréfagos da linhagem J774. Mesmo assim, este
aumento foi menos pronunciado do que na cepa IFLA/BR/1967/PHS8. A importancia
de NTPDase-1 para a infectividade do parasito foi descrita por Ennes-Vidal et al,
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2011 utlizando um inibidor reversivel da atividade da ecto-ATPase, o CrATP.
Observou-se que a inibicdo da atividade da ecto-ATPase por CrATP diminui
significativamente os indices endocitico e de adesdo na interacdo
promastigotas/macréfago. Além disso, quando o composto foi adicionado durante o
cultivo de formas promastigotas, houve a inibicdo do crescimento celular.

O mesmo perfil foi observado por Gomes et al.,, 2015 que avaliou a adi¢cdo de
adenosina ao meio de cultura, ocasionando na diminuicdo da atividade enziméatica
dos promastigotas metaciclicos em relacdo aos nucleotideos extracelulares,
especialmente ATP. Além disso, foi observada uma diminuicdo de 10 vezes nas
lesbes e na carga de parasitaria tecidual.

As imagens de microscopia Optica dos macréfagos infectados com as cepas
em estudo mostram claras diferencas entre as cepas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis (Figura 22). Os macréfagos infectados com a cepa IFLA/BR/1967/PH8
possuem vacuolos parasitoforos grandes e bem visiveis, contendo um maior nimero
de formas amastigotas, enquanto células infectadas pela cepa
MHOM/BR/1977/LTB0016 possuem vacuolos parasitoforos menores, por vezes de
dificil visualizacdo. Quanto a determinacdo da porcentagem de infeccdo de
macrofagos e o numero de amastigotas intracelulares, verificou-se que houve
diferenca estatistica para a cepa MHOM/BR/1977/LTB0016 entre 2 e 24 horas de
infecccdo. O mesmo foi observado para a cepa IFLA/BR/1967/PH8 entre 2 e 24
horas de infeccdo. A contagem de amastigotas intcelulares ndo apresentou
diferenca significativa para as duas cepas avaliadas neste estudo (Figura 25 C e 26
C), talvez devido a dificil visualizacdo das formas amastigotas.

Na comparagdo da porcentagem de infeccdo em 24 horas entre as duas
cepas avaliadas nesse estudo, observou-se que a cepa IFLA/BR/1967/PH8
apresentou uma taxa de infeccdo de macrofagos (30,9%), quase o dobro do valor
obtido para a cepa MHOM/BR/1977/LTB0016 (18,1%). Embora as duas cepas
tenham sido utilizadas no presente trabalho sob as mesmas condicbes
experimentais, as mesmas nao apresentaram diferencas no nimero de amastigotas
intracelulares. Em estudos anteriores realizados com a cepa IFLA/BR/1967/PH8 (de
Souza, 2010) foram observados elevados percentuais de infeccdo de macrofagos e
nameros de amastigotas/100 células, sendo esta cepa considerada a que possui
maior infectividade. O mesmo perfil foi observado neste estudo, a cepa
IFLA/BR/1967/PH8 e a cepa MHOM/BR/1977/LTB0016 de Leishmania (Leishmania)
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amazonensis podem ser caracterizadas por apresentar distintos perfis de
infectividade em macréfago de camundongo BALB/c, uma vez que a taxa de
infeccdo nos macréfagos nas primeiras horas de infeccdo in vitro € maior para cepa
IFLA/BR/1967/PH8 quando comparada com a cepa MHOM/BR/1977/LTB0016. Em
estudos anteriores realizados com as cepas MHOM/BR/1977/LTB0016 (Bertho et al.,
1992; Matta et al., 2010) e IFLA/BR/1967/PH8 foram observados elevados
percentuais de infeccdo de macréfagos e numeros de amastigotas/100 células
(MACHADO, 2014)

Em outro estudo, Gomes et al., 2015 comparou o perfil de infectividade da cepa
IFLA/BR/1967/PH8 e do clone 1llld considerado avirulento, onde foi observado que
as lesdes ocasionadas pelo clone 1llld foram pequenas e continham menos
parasitas quando comparadas as lesfes obtidas pela cepa IFLA/BR/1967/PH8. Ao
compar ainfeccdo em os macrofagos da linhagem J774, a porcentagem de
macrofagos infectados pelo clone 1llld foi significativamente menor que a observada
pela cepa IFLA/BR/1967/PH8. Esses dados revelam que os macréfagos infectados
nao foram capazes de eliminar o parasita, como foi observado neste estudo com as
cepas IFLA/BR/1967/PH8 e a cepa MHOM/BR/1977/LTB0016.

Além disso, na analise da expressdo génica durante curva de crescimento foi
possivel observar o mesmo perfil, onde a cepa IFLA/BR/1967/PH8 (Figura 25)
apresentou um aumento na expressédo no dia 4 de cultivo em relacdo ao primeiro
dia.

A andlise da expressdo génica das formas amastigotas foi bastante variavel
onde todas as formas amastigotas apresentaram um aumento na expressao deste
gene quando comparados com as formas promastigotas (Figura 26). Ao avaliarmos
o indice endocitico em 24 horas de infeccdo foi possivel observar que esta cepa
apresentou um indice de 46,6+13,4, quase o dobro do valor obtido para a cepa
MHOM/BR/1977/LTB0016, corroborando com o perfil de maior infectividade desta
cepa. Em 2010, De Souza et al, demonstraram que promastigotas metaciclicos
cultivados por 15 passagens, apresentavam cerca de 4 vezes mais a atividade
ATPasica e 5 vezes mais a atividade ADP&sica quando comparado com
promastigotas metaciclicos cultivados por 100 passagens no mesmo meio. Neste
mesmo estudo, também foi demonstrado que camundongos inoculados com
promastigotas metaciclicos cultivados por 15 passagens apresentavam uma lesdo

maior quando comparados com promastigotas metaciclicos cultivados por 100
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passagens, reforcando a hipotese de que a ecto-NTPDase em promastigotas
metaciclicos de Leishmania (Leishmania) amazonensis pode estar relacionada com
a viruléncia. O aumento da expressao da NTPDase observado neste projeto entre
as diferentes formas morfologicas da Leishmania refor¢ca a importancia desta enzima
na infectividade do hospedeiro vertebrado, visto que o aumento da expressao ocorre
em formas amastigotas que estdo presentes no hospedeiro vertebrado, como o
humano.

A compreensdo do papel das NTPDases em parasitos ainda possui muitas
lacunas. No entanto, existem fortes evidéncias de que elas estejam relacionadas aos
processos de infectividade e viruléncia dos tripanossomatideos, sugerindo que estas
enzimas possam ser bons alvos para o desenvolvimento de novos farmacos para o
tratamento da leishmaniose, uma vez que a enzima deste estudo esta localizada na
superficie externa das células dos parasitas (ndo sendo necessario que o farmaco
transpasse muitas barreiras para chegar ao seu alvo), estas se mostram implicadas
na sobrevivéncia dos parasitos, e sdo amplamente distribuidas entre os diferentes
patdbgenos eucariotos de humanos, o que torna estas enzimas alvos bastante
interessantes (SANSOM et al, 2008). No presente estudo, a caracterizagao
molecular e analise da expressdao da LaNTPDase-1 em duas cepas de Leishmania
(Leishmania) amazonensis, mostrou através de diferentes abordagens, a obtencao
do CDS completo da LaNTPDase-1, partindo desta sequéncia, realizamos a
modelagem tridimensional desta enzima e avaliamos o sitio ativo. Ao realizarmos a
comparacao da expressao génica e a infeccdo em macrofagos murinos de duas
cepas de Leishmania (Leishmania) amazonensis, podemos observar que esta
enzima desempenha um papel no metabolismo do parasito durante uma curva de
crescimento e um importante papel nas formas amastigotas. O conhecimento gerado
neste trabalho, em conjunto outros estudos sobre o papel das NTPDases na
infectividade e viruléncia de parasitos, sugerem esta enzima como candidata a alvo

na quimioterapia anti-leishmaniose.

77



6. Perspectivas

Como perspectiva deste projeto, pretendemos aprofundar o conhecimento
sobre o papel da LaNTPDase-1 na infectividade de Leishmania (Leishmania)
amazonensis e seu potencial na genotipagem do parasito. Para isso pretendemos
purificar a LaNTPDase-1 recombinante e realizar a caracterizacdo molecular da
enzima, através da determinacdo dos valores de Vmax e Km, especificidade de
substratos nucleotidicos trifosfatados e difosfatados e sensibilidade a inibidores
enzimaticos. Realizar a imunolocalizacdo da LaNTPDase-1 em formas
promastigotas e amastigotas. Realizar a superexpressdo da LaNTPDase-1 em
Leishmania (Leishmania) amazonensis e avaliar a infectividade do parasito mutante

em macrofagos murinos de linhagem J774.
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7. Conclusoes

A partir dos resultados expostos neste trabalho, podemos concluir que o parasito
Leishmania (Leishmania) amazonensis possui 0 gene correspondente a uma
NTPDase-1, composto por 1.278 nucleotideos, que codifica uma proteina de 45 kDa
cuja massa molecular foi confirmada com obtencdo da rNTPDase-1. A partir da
sequéncia obtida, foi possivel observar a presenca de 5 regides conservadas de
apirase e, devido a isso, é possivel classifica-la como uma apirase. Ao comparar a
sequéncia da NTPDase-1 de Leishmania (Leishmania) amazonensis com a
NTPDase-1 de outras espécies do género Leishmania, como Leishmania mexicana,
Leishmania infantum, Leishmania donovani, Leishmania major e Leishmania
braziliensis, foi observada uma alta similaridade e identidade com estas espécies,
mostrando a confiabilidade da sequéncia obtida e a conservacao desta sequéncia
entre as espécies deste género. Os ensaios in silico permitiram inferir que a
NTPDase-1 pode estar associada a membrana plasmatica do parasito por um
dominio transmembranar além de apresentar particularidades importantes na regido
de ligagdo ao nucleotideo. A cepa IFLA/BR/1967/PH8 e a cepa
MHOM/BR/1977/LTB0016 Leishmania (Leishmania) amazonensis podem ser
caracterizadas por apresentar distintos perfis de infectividade em macréfago de
camundongo BALB/c, uma vez que a taxa de infec¢do nos macrofagos nas primeria
horas de infeccéo in vitro € maior para cepa IFLA/BR/1967/PH8 quando comparada
com a cepa MHOM/BR/1977/LTB0016. Os promastigotas de ambas as cepas de
Leishmania (Leishmania) amazonensis, IFLA/BR/1967/PH8 e
MHOM/BR/1977/LTB0016, sdo capazes de expressar a NTPDase-1 em cultivo in
vitro, no entanto a expressao desta enzima é quantitativamente maior na cepa
IFLA/BR/1967/PH8 que foi mais infectiva para macrofago de camundongo BALBI/c.
O conhecimento gerado neste trabalho, em conjunto com o que foi demonstrado em
outros estudos, sugerem um potencial a ser avaliado para esta enzima como

candidata a alvo na quimioterapia para tratamento da leishmaniose.
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9. ANEXOS.

Institute Oswalds Cruz
Comigelo de Etlcs no Uso do Andmals - CEUAS 106

LICENGA L-05212015

Certificamos que o protocolo (CELUAIOC-045/2015), infitulade "Estudos imunolégicos & de
quimicterapia na infeccdo experimental por Leishmania sp”, sob a responsabilidade de
CARLOS ROBERTO ALVES atende ao disposto na Lel 11794108, que dispbe sobre o uso
cientifico ne use de animais, inclusive, aos principios da Sociedade Brasileira de Cidncia em
Animais de Laboratorio (SBCAL). A referida licenga nde exime a obsarvincia das Leis e damais
exigincias legais na vasta legislagio nacional.

Esta licenga tem validade até 01012020 e inchul o uso total da:

Camundonge (Mus musculus), cepa:
BALB/c — 2245 animais fmeas — 5-7 semanas - (+ 20g)
CBA - 585 animais fémeas - 5-7 samanas - (+ 20g)

Coalhio, capa;
Oryetnalages cunicelus - 6 animals machos — 12-18 semanas - (3500g)

Hamater, capa:
Golden Hamster — G0 animais machos - 10-15 semanas - (100 - 200p)

Observagho: Esta Bcenca no substiti outras licengas necessdrias, como Cerificado de
Qualidade em Biosseguranca para animais gensticamente modificados, certificado do IBAMA

para captura de animais sivestres o outros,
ﬂamim. 30 de novembro de 2015,

ivio Alves Lara
Coordenador Adjunto da CELAfnstituto Oswalde Cruz
Fundagio Oswalde Cruz
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