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RESUMO

Por analises in silico, um dominio B conservado e antigénico foi previamente
identificado em nucleosideo trifosfato difosfohidrolases (NTPDases) de plantas e
parasitos. O r-potDomB, um recombinante derivado do dominio B (r78-117) da
apirase de batata, foi obtido por expressdo heterdloga, e a sua reatividade com
anticorpos policlonaisanti-apirase de batata confirmaram a existéncia de epitopos
indutores de resposta imune humoral em mamiferos. A clonagem do gene da
NTPDasel de Leishmania amazonensis (LamNTPDasel; NCBI: AFJ22627.1) e as
andlises in silico reforgcaram a hipétese de conservagdo do dominio B de NTPDases.
O r-potDomB, os peptideos sintéticos LbB1LJ e LbB2LJ derivados do dominio B de
NTPDasel de Leishmania, e os anticorpos produzidos contra estas biomoléculas,
foram usados como ferramentas moleculares para estudos especificos da
NTPDasel de L. amazonensis e da leishmaniose. Por “Western blots”, a NTPDasel
foi identificada como bandas de 48 e 63 kDa em fragGes de membrana, microssomal
e flagelo de promastigotas. Por analise imunocitoquimicaultraestrutural, os
anticorpos localizaram a NTPDasel na superficie de membrana plasmatica, ndcleo,
mitocondria e cinetoplasto, bolsa flagelar e flagelo, confirmando sua ampla
distribuicdo neste parasito. Analises in silico sugeriram as possiveis modificacdes
pos-traducionais da NTPDasel, incluindo a sua conjugacdo com proteina SUMO. Os
polipeptideos de 48 e 63 kDa e um co-migrante de 12 kDa foram isolados de
promastigotas por eletroforese em gel ndo-desnaturante. Por “Western blots” e
espectrometria de massas, a identidade da NTPDasel foi confirmada
nospolipeptideos de 48 e 63 kDa. Por espectrometria de massas, o0 polipeptideo de
12 kDa foi identificado como pertencente a familia de proteinas SUMO e, também,
adicionado aopolipeptideo de 63 kDa. Os polipeptideos de 63 kDa e 12 kDa, mas
nao o de 48 kDa, foram reconhecidos em “Western blots” pelo soro imune anti-
SUMOL1, sugerindo a ligacdo entre NTPDasel e SUMO, uma modificacdo descrita
pela primeira vez entre os membros da familia das NTPDases. Camundongos
BALB/c foram infectados com promastigotas, e 0s anticorpos destes animais
reconheceram a NTPDasel pura, mas ndo SUMO, confirmando sua antigenicidade.
Durante a progressao da doenca, alta reatividade entre r-potDbomB, LbB1LJ ou
LbB2LJ e anticorpos IgG2a dos camundongos infectados foi observada aos 40 dias
pos-infeccdo, revelando a antigenicidade do dominio B e a sua habilidade de induzir
a producédo deste subtipo nos estagios iniciais da doenca. A reatividade de IgG1 foi
significativamente maior aos 90-120 dias pos-infec¢do, coincidindo com o estagio
mais ativo da doenca, sugerindo participagdo do dominio em eventos
imunoregulatorios. O r-potDomB induziu reacdo de hipersensibilidade tardia em
camundongos Suicos, uma resposta imune celular, com elevacdo concomitante dos
niveis de lIgG2a e IFN-y. O r-potDomB, na auséncia de adjuvante, usado na pre-
imunizacdo de camungondos Suicos infectados com amastigotas, estimulou a
producdo de IgG2a e IFN-y, e promoveu protecédo parcial contra a progressao da
leishmaniose como observado por medida de edema de patas e analises
histopatolégicas.Os resultados estimulam o aproveitamento biotecnologico do r-
potDomB, ou derivados desta biomolécula, em formulacbes e em protocolos
experimentais de imunoterapia e/ou vacinagdo contra leishmanioses.

Palavras chave: apirase; SUMO; dominio B; leishmaniose; antigenicidade.



ABSTRACT

By in silico analysis, an antigenic conserved B domain was previously identified
within nucleoside triphosphate diphosphohydrolases (NTPDases) of plants and
parasites. The r-potDomB, a recombinant belonging to the conserved B domain (r78-
117) from the potato apyrase, was obtained by heterologous expression, and its
reactivity with polyclonal anti-potato apyrase antibodies confirmed the existence of
epitopes which induce humoral immune response in mammalian. The cloning of the
gene from the Leishmania amazonensisNTPDase 1 (LamNTPDasel; NCBI
AFJ22627.1) and in silico analysis reinforced the hypothesis of B-domain
conservation within NTPDases. The r-potDomB, synthetic peptides LbB1LJ and
LbB2LJ derived from the B-domain from LeishmaniaNTPDase 1, and the antibodies
raised against these biomolecules, were used as molecular tools for specific studies
of the L. amazonensisNTPDase 1 and leishmaniasis. By Western blots, theNTPDase
1 was identified as bands of 48 and 63 kDa in membrane, microsomal and flagellar
fractions of promastigotes. By ultrastructural immunocytochemical, the antibodies
localized the NTPDase 1 at the surface of plasma membrane, nucleus, mitochondria
and kinetoplast, at flagellar pocket and flagellum, confirming its widespread
distribution in this parasite. In silico analysis suggested possible post-translational
modifications of the NTPDase 1, including its conjugation with SUMO protein. The
polypeptides of 48 and 63 kDa and one co-migrant of 12 kDa were isolated of
promastigotes by non-denaturing gel electrophoresis. By Western blots and mass
spectrometry, the identity of NTPDasel in the polypeptides of 48 e 63 kDa was
confirmed. By mass spectrometry, the polypeptide of 12 kDa was identified belonging
to the SUMO protein family and, also, added to the polypeptide of 63 kDa. The
polypeptides of 63 and 12 kDa, but not 48 kDa, were recognized in Western blots by
immune serum anti-SUMO1, suggesting binding between NTPDase 1 and SUMO, a
modification described for the first time among members of the NTPDase family.
BALB/c mice were infected with promastigotes, and the antibodies from these
animals recognized the pure NTPDase, but not SUMO, confirming its antigenicity.
During disease progression, high reactivity between r-potDomB, LbB1LJ or LbB2LJ
and lgG2a antibodies of the promastigote-infected mice was observed at 40 days
post-infection, revealing both the B-domain antigenicity and its ability for induce the
production of this subtype in early disease stages. The IgGl reactivity was
significantly higher at 90-120 days post-infection, coinciding with the most active
stage of the disease, suggesting participation of the domain in immuneregulatory
events. The r-potDomB induced delayed type-hypersensitivity reaction in Swiss mice,
a cellular immune response, with a concomitant increase in the levels of IgG2a and
IFN-y. The r-potDomB, in the absence of adjuvant, used in pre-immunization of
amastigotes-infected Swiss mice, stimulated the production of IgG2a and IFN-y, and
promoted partial protection against leishmaniasis progression, as observed by
measuring of footpad swelling and histopathological analysis. The results stimulate
biotechnological use of the r-potDomB, or derivatives of this biomolecule, in
formulations and experimental protocols of immunotherapy and/or vaccination
against leishmaniasis.

Keywords: apyrase; SUMO; B-domain; leishmaniasis; antigenicity.
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1 INTRODUCAO

1.1 NTPDases

Os nucleotideos, além de sua funcéo energética, possuem importante funcao
como sinalizadores em diversos organismos, provavelmente desde os primordios
onde sua disponibilidade como substrato regulava a sintese da primeira molécula a
transmitir a informacdo génica, o RNA (ALBERTS et al., 2006). Seus principais
representantes, os nucleotideos de adenina, possuem distribuicdo ubiqua, estando
presentes em todos os organismos, tecidos e tipos celulares, ndo havendo
segregacao anatdbmica (BURNSTOCK e VERKHRATSKY, 2009). Adicionalmente, os
niveis intracelulares de ATP/UTP podem influenciar os niveis de um importante
sinalizador intracelular, o calcio (TOVELL e SANDERSON, 2008).

Nos organismos unicelulares, as taxas de nucleotideos extracelulares podem
influenciar a taxa de crescimento, diferenciagcdo morfoldgica e sintese protéica, além
de modular estimulos contrateis como deslocamento ameboide, batimentos ciliares e
contracdo do vacuolo contratil (BURNSTOCK, 1996; LI et al., 2008). Em vertebrados,
as concentragfes desses nucleosideos fosfatados afetam o desenvolvimento de
tecidos, o fluxo sanguineo, os processos secretérios e inflamatérios, além de atuar
como co-substrato de ecto-kinases (BURNSTOCK, 1996; ZIMMERMANN, ZEBISCH
e STRATER, 2012). Sendo moléculas sinalizadoras, os nucleosideos (fosfatados ou
nao) contribuem também na interagdo entre diferentes organismos, podendo indicar
ao parasito uma possivel lise celular em sua proximidade. Os nucleosideos podem
ainda atuar como sinalizadores endogenos contribuindo em processos inflamatorios
e imunoldgicos desencadeados pelo hospedeiro (TASCA et al., 2003; BOURS et al.,
2006; MARQUES-DA-SILVA et al., 2008).
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Dessa maneira faz-se necessario um controle refinado da concentracdo de
nucleotideos/nucleosideos modulando tanto sua liberagdo como degradacdo. A
exacerbacdo dos niveis de nucleotideos pode ser propiciada por exocitose, canais
ou transportadores transmembrana e lise celular dentre outros fatores
(HENNESSEY, 2005). Por outro lado, a degradacao destes nucleotideos é regulada,
principalmente, por quatro familias de enzimas que se diferenciam por sua atividade
enzimatica. Essas enzimas fosfohidroliticas sdo conhecidas como 5’-nucleotidases,
pirofosfatases, fosfatases alcalinas e nucleosideo trifosfato difosfohidrolases
(ZIMMERMANN, ZEBISCH e STRATER, 2012).

As Nucleosideo Trifosfato Difosfohidrolases (NTPDase; EC 3.6.1.5), também
conhecidas como apirases, ATP difosfohidrolases ou nucleosideo trifosfatases,
hidrolisam nucleosideos di- e trifosfatados aos seus mononucleotideos
correspondentes sob ativacao de cétions bivalentes. A clonagem do gene da apirase
de batata (HANDA e GUIDOTTI, 1996) ou o sequenciamento de fragmentos
tripsinizados desta proteina (VASCONCELOS et al., 1996), associado a analises in
silico de seis outros genes depositados previamente em bancos de dados do NCBI,
permitram a descricAio de uma nova familia de proteinas caracterizada
estruturalmente pela presenca de cinco regides conservadas tipicas denominadas
Apyrase Conserved Regions, abreviadas por ACR1-ACR5 (HANDA e GUIDOTTI,
1996; VASCONCELOS et al., 1996). A clonagem e a descricdo de numerosos novos
genes nos mais diversos organismos consolidaram a existéncia desta nova familia
de proteinas, as NTPDases (WANG e GUIDOTTI, 1996; KACZMAREK et al., 1996;
ROBSON, SEVIGNY e ZIMMERMANN, 2006; KNOWLES, 2011).

A atividade catalitica das NTPDases tem se mostrado importante na
modulacdo dos niveis de nucleotideos relacionados a ativacdo de receptores
purinérgicos. O envolvimento de NTPDases nos processos tromborregulatérios se
faz por meio da degradacdo de ADP, um nucleotideo que induz a agregacao
plaquetaria (GENDRON et al., 2002; ROBSON, SEVIGNY e ZIMMERMANN, 2006;
BURNSTOCK e VERKHRATSKY, 2009; KNOWLES, 2011). Inicialmente, a
expressao exacerbada da enzima foi considerada um marcador tumoral do
melanoma (DZHANDZHUGAZYAN et al., 1998). Em outros estudos, a NTPDase foi

também relacionada a proliferacédo celular, tendo sua hiper-expressdo associada a
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implantac&o/sobrevivéncia de outros tipos de células tumorais (BUFFON et al.,
2007).

Em plantas, as NTPDases estdo possivelmente envolvidas com a regulacéo
do crescimento, sintese de amido e/ou parede celular, além de estar relacionada a
proliferagéo celular, ao processo de nodulacdo e a regulacdo da concentracao de
ATP extracelular (MCALVIN e STACEY, 2005; ROUX e STEINEIBRUNNER, 2007,
WU et al., 2007; RIEWE et al., 2008; TANAKA et al., 2010; DETONI et al., 2012). Em
insetos, por sua localizacdo no reticulo endoplasmatico predominantemente, e com
menor intensidade no complexo de Golgi, a NTPDase esta possivelmente
relacionada ao processo de glicosilacdo de proteinas, enquanto em mamiferos esta

envolvida em processos secretérios (KNOWLES, 2009).

NTPDases de varios organismos patogénicos tém sido caracterizadas, e
segundo Knowles (2011) e Sansom (2012) merecem destague aquelas que tiveram
sua sequéncia génica clonada, e a proteina recombinante expressa e estudada,
dentre elas as NTPDases de Toxoplasma gondii, Schistosoma mansoni e

Trypanosoma cruzi.

Em T. gondii, a Nucleosideo Trifosfatase (NTPase) é secretada no vacuolo
parasitoforo apds a invasédo da célula hospedeira, estando envolvida na degradacéo
de nucleotideos para a recuperacdo de purinas pelo parasito (BERMUDES et al.,
1994; ASAI et al., 1995). Observou-se que a NTPase Il é também antigénica na
toxoplasmose, e que a inibicdo de sua atividade catalitica esta associada a reducéo
da infectividade do parasito (TAN et al., 2010). Estudos experimentais de protecéo
indicaram esta molécula como um possivel candidato para o desenvolvimento de

uma vacina contra a toxoplasmose (TAN et al., 2011).

Em S. mansoni, os genes codificadores de duas isoformas de NTPDase
(SmATPDasel e SmATPDase2) foram isolados. Por microscopia confocal, a
SmATPDase 1 foi associada a superficie externa do parasito em varias etapas de
seu ciclo de vida, como no miracidio, cercaria e verme adulto (DE MARCO et al.,
2003). Por outro lado, estudos experimentais e in silico envolvendo a SmATPDase 2
sugerem fortemente que esta isoforma seja secretada (LEVANO-GARCIA et al.,

2007). Estas isoformas podem estar envolvidas na degradacdo de nucleotideos
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presentes na corrente sanguinea servindo como um mecanismo de escape do
parasito as defesas do hospedeiro, tais como inibicdo da agregacdo plaquetaria e
resposta imune (VASCONCELOS et al.,, 1993, 1996; DE MARCO et al., 2003;
FARIA-PINTO et al., 2004; LEVANO-GARCIA et al., 2007).

Em tripanossomatideos, a NTPDase 1 de Trypanosoma cruzi foi identificada
na superficie do parasito usando anticorpos contra a NTPDase 1 recombinante,
sugerindo sua participacdo catalitica no resgate de purinas do meio extracelular e
nos mecanismos de viruléncia do parasito (FIETTO et al., 2004). Posteriormente,
Santos et al. (2009) observaram que a perda de infectividade por este parasito
estava associada a reducdo da atividade ecto-NTPDasica, e Silva-Gomes et al.

(2014) relataram o aumento da expressao génica desta enzima em cepas infectivas.

Atualmente sabe-se que os membros desta familia podem estar associados a
membrana, tendo seu sitio catalitico voltado para o meio extracelular, podem exibir
localizagdo intracelular ou, ainda, ser secretadas (ROBSON, SEVIGNY e
ZIMMERMANN, 2006; FARIA-PINTO et al., 2004, 2006, 2008; REZENDE-SOARES
et al.,, 2010; MENDES et al., 2011; PORCINO et al., 2012). Alguns organismos
possuem mais de uma isoforma, as quais podem apresentar preferéncia por
diferentes substratos, distinta sensibilidade a cétions bivalentes, podendo variar
ainda em relacdo ao produto final de hidrélise e a susceptibilidade a detergentes
(ROBSON, SEVIGNY e ZIMMERMANN, 2006). A nomenclatura dos membros desta
familia de proteinas, também nomeadas de apirase ou ATP difosfohidrolase
(ATPDase), foi proposta ser NTPDase, sendo que as isoformas descritas em um
mesmo organismo deverdo estar acompanhadas de um numero, de acordo com sua
ordem de descoberta e caracterizacdo (ZIMMERMMAN et al., 2000; ROBSON,
SEVIGNY e ZIMMERMANN, 2006).

A atividade catalitica de cada isoforma pode estar associada com a
localizac&o da enzima, bem como com as modificagbes estruturais por ela sofridas.
Os niveis de glicosilagcdo acrescidos a uma proteina podem determinar a sua
localizacdo (endo- ou ecto-celular), estrutura conformacional, solubilidade, adeséo
celular e/ou atividade catalitica (ZHONG et al., 2001).
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Outras modificagBes pos-traducionais sdo também importantes, podendo ser
ainda citada a fosforilagdo, que na NTPDase 2 de mamifero, por exemplo, permite o
controle refinado de sua atividade catalitica (WANG et al., 2005). Em geral, as
NTPDases de membrana possuem uma palmitoilacdo em sua porcdo N- e/ou C-
terminal que se faz importante em sua interacdo com a membrana e com outras
proteinas auxiliando na modulacdo de vias de transducéo de sinais (KOZIAH et al.,
2000; WU et al.,, 2006). A acilagdo exacerba o potencial de multimerizagdo da
NTPDase 1 de humanos por alterar as interacfes intermoleculares desta proteina
(MELKONIAN et al., 1999). De maneira geral, as modificacbes pos-traducionais
alteram a funcdo biol6gica da proteina, ndo acarretando grandes altera¢cdes na

massa molecular de seu cerne proteico.

Adicionalmente, as isoformas de NTPDase foram também caracterizadas em
macrdéfagos, células natural killer e em linfocitos T e B, desta maneira, a relacéo
destas proteinas com a resposta imune tem sido amplamente explorada (DWYER et
al., 2007). Segundo Sansom et al. (2012), a atividade catalitica das NTPDases de
parasitos pode estar relacionada a recuperacdo de purinas e a regulacdo da

coagulacao sanguinea, em processos inflamatérios e rea¢des imunes.

1.2 A apirase de batata e o dominio B das proteinas desta planta e dos

parasitos como ferramentas no estudo das NTPDases

Anticorpos produzidos contra isoformas de apirase de batata (Solanum
tuberosum), um dos primeiros membros da familia das NTPDases a ser purificado e
ter a sua atividade catalitica caracterizada (TRAVERSO-CORI, CHAIMOVICH e
CORI, 1965) permitiram a identificagcéo, ecto-localizagéo e isolamento de 2 isoformas
de ATP difosfohidrolase de verme adulto de S. mansoni, sugerindo o
compartilhamento de epitopos entre estas proteinas. Usando um agregdmetro,
“plasma rico em plaquetas” e o ADP como o agonista de agregacao plaquetéria, a

atividade catalitica detectada no tegumento de verme adulto foi capaz de reduzi-la,
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sugerindo ser esta uma de suas funcdes neste parasito, além de possivelmente
estar envolvida no escape ao sistema imune do hospedeiro (VASCONCELOS et al.,
1993, 1996). Usando como estratégia a imunoreatividade cruzada com anticorpos
anti-apirase de batata, estas isoformas foram também localizadas e isoladas do ovo
de S. mansoni, demonstrando ser uma isoforma associada a membrana superficial
do miracidio e, a outra isoforma presente como uma proteina sollvel e
possivelmente secretada (FARIA-PINTO et al., 2004). Neste trabalho, a
antigenicidade destas proteinas nativas foi demonstrada pela reatividade com soros
de camundongos experimentalmente infectados com o parasito e, também, pela
imunoreatividade cruzada com a apirase de batata, sugerindo que a isoforma
secretada esta envolvida no curso da infeccdo interferindo na imunopatologia da
inflamacédo granulomatosa (FARIA-PINTO et al., 2004). Esta antigenicidade e
imunoreatividade cruzada com apirase de batata foram posteriormente confirmadas
por estudos durante a progressao da esquistossomose murina, avaliada antes e
apos tratamento quimioterapico, e apos reinfeccdo (FARIA-PINTO et al., 2010a), e
pela reatividade de 1gG1 e IgG4 de soros de pacientes com esquistossomose, antes

e apos tratamento com praziquantel (FARIA-PINTO et al., 2010b).

O in6culo da apirase de batata em camundongos BALB/c sadios demonstrou
sua capacidade estimulatoria, aumentando de maneira significativa os niveis de
IgGt, IgG1 e IgG2a, sugerindo que a proteina vegetal tem epitopos capazes de
induzir respostas imunes humoral e celular (FARIA-PINTO et al., 2010a). Nao foi
possivel detectar imunoreatividade cruzada entre anticorpos anti-apirase de batata e
isoformas de NTPDases de mamiferos presentes em vasos sanguineos, hepatoécitos
e células inflamatodrias, sugerindo que os epitopos compartilhados eram exclusivos
entre as proteinas do vegetal e do S. mansoni, descartando ainda a inducdo de
auto-imunidade com o uso da apirase de batata em protocolos experimentais de
imunizacao (FARIA-PINTO et al., 2006).

Em trabalho paralelo, esta imunoreatividade cruzada foi também detectada
em isoforma de ATP difosfohidrolase isolada de membrana plasmatica de
promastigotas de Leishmania amazonensis, bem como a sua antigenicidade, usando
para tal a imunoreatividade entre a proteina nativa do parasito ou a apirase de
batata e os soros de camundongos experimentalmente infectados (COIMBRA et al.,
2002, 2008).
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A clonagem do gene da apirase de batata (HANDA e GUIDOTTI, 1996), o
isolamento dos genes das isoformas SmATPDases 1 e 2 de S. mansoni (DE
MARCO et al.,, 2003; LEVANO-GARCIA et al.,, 2007) e a descricao de genes
hipotéticos de NTPDases anotados nos genomas de L. braziliensis, L. infantum e L.
major (PEACOCK et al., 2007), associados a andlises in silico, deram suporte a
existéncia de outros dominios compartilhados entre estas proteinas, além das ACRs
(FARIA-PINTO et al., 2008; VASCONCELOS et al., 2009), justificando a reatividade
cruzada com a apirase de plantas (VASCONCELOS et al., 1996; FARIA-PINTO et
al., 2004, 2006; COIMBRA et al., 2008; FARIA-PINTO et al., 2010a,b).

Estas andlises viabilizaram a deteccdo de um dominio extenso, chamado B,
compartilhado entre a apirase de batata e as proteinas dos parasitos (FARIA-PINTO
et al., 2008; VASCONCELOS et al., 2009), estimulando a sintese de peptideos
sintéticos derivados dos dominios B da SmATPDase 2 de S. mansoni e da NTPDase
1 de L. braziliensis. O inoculo destes peptideos em camundongos Sui¢o ou BALB/c
foi capaz de estimular a producdo de IgGl e IgG2a, sugerindo a habilidade do
dominio B de NTPDases interferir nas respostas imunes humoral e celular do
hospedeiro, como previamente descrito para a proteina integral (FARIA-PINTO et al.,
2010b).

Os anticorpos anti-peptideos foram usados como ferramentas de estudos
para a identificacdo especifica da isoforma SmATPDase 2 em preparacao de vermes
adultos ou ovos do parasito, bem como para a sua localizacdo nestes ultimos
(MENDES et al., 2011). Nenhuma reatividade foi encontrada entre estes anticorpos e
as NTPDases de mamiferos (MENDES et al., 2011), corroborando a hipétese do uso

destes peptideos em protocolos de imunizacgao.

Peptideos sintéticos derivados do dominio B da NTPDase 1 de L. braziliensis
foram usados como antigenos em ELISA para a quantificacdo da reatividade de
soros de pacientes com leishmaniose cutanea, comprovando a antigenicidade deste
dominio especifico (REZENDE-SOARES et al., 2010). Adicionalmente, os anticorpos
produzidos contra estes peptideos foram usados para a imunolocalizacdo da
NTPDase 1 de promastigotas de L. braziliensis, inibicdo de sua atividade enzimatica
e da proliferacdo de promastigotas in vitro, evidenciando a importancia desta enzima
para a sobrevida do parasito (PORCINO et al., 2012). A NTPDase 1 foi purificada de
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promastigotas de L. infantum, e os peptideos sintéticos foram usados para a
comprovacdo da antigenicidade de seu dominio B para cdes com leishmaniose
visceral (MAIA et al., 2013).

Paralelamente, foi realizado um estudo comparativo in silico entre as
sequéncias de aminoacidos dos dominios B de NTPDases de plantas e de diversos
organismos de linhagens filogeneticamente distintas, e foram detectados altos
indices de identidade e similaridade entre eles (MAIA et al., 2011).

Todos estes trabalhos sugeriram fortemente que o dominio B da apirase de
plantas e das NTPDases de parasitos, membros da mesma familia de proteinas, foi
conservado evolutivamente, tendo como possivel fungdo a imunomodulagdo da
resposta imune de hospedeiros contra a infeccdo parasitaria (FARIA-PINTO et al.,
2008; VASCONCELOS et al., 2009; MAIA et al., 2011).

1.3 Leishmaniose

As leishmanioses, causadas por protozoarios parasitos do género
Leishmania, abrangem um conjunto heterogéneo de doencas com amplo espectro
clinico e epidemioldgico, caracterizadas pelo acometimento cutaneo, mucocutaneo
e/ou visceral (LINDOSO e LINDOSO, 2009).

A leishmaniose € considerada uma doenca tropical infecciosa negligenciada
pela Organizacdo Mundial de Saude, e sua alta incidéncia deve-se a inexisténcia de
politicas efetivas e aos baixos investimentos no desenvolvimento de novos métodos
diagnésticos, drogas terapéuticas ou vacinas, constituindo um grande problema de
saude publica. As doencas negligenciadas sao caracterizadas por sua
predominéncia nas regides tropicais (entre latitudes 35 °N e 35 °S) com altitude
abaixo de 200 metros em areas mais quentes (15 a 40 °C), concentradas nas
comunidades rurais remotas e em favelas urbanizadas nas proximidades da linha do
Equador (FEASEY et al., 2010; LINDOSO e LINDOSO, 2009). Em sua maioria,
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abrangem doencas crbnicas debilitantes e muitas vezes estigmatizantes que
acometem principalmente a populacdo de baixissima renda de paises tropicais e
subtropicais (UTZINGER et al., 2012). As leishmanioses chamam atencdo
principalmente por suas altas taxas de mortalidade e de morbidade quando
comparadas as demais doencas tropicais, sendo a segunda em mortalidade e a
guarta em morbidade, indices maiores que aqueles encontrados para a malaria e
filariose linfatica (BERN, MAGUIRE e ALVAR, 2008).

Atualmente, cerca de 350 milhdes de pessoas estdo em risco de contrair
leishmaniose, sendo a desnutricdo e a falta de condi¢ées adequadas de moradia 0s
fatores de risco que mais contribuem para a prevaléncia da doenca (UTZINGER et
al., 2012). A expansdo da leishmaniose também foi associada ao desmatamento,
construcdo de barragens, mudancas climaticas e aos movimentos populacionais em
massa, onde individuos nao responsivos imunologicamente migram para regifes
endémicas (DESJEUX, 2001). A co-infec¢do do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) com Leishmania spp. tem se mostrado um problema alarmante, visto que ha
uma exacerbacao da progressao clinica destas doencas (ANDREANI et al., 2012).

A Organizacdo Mundial de Saude (WHO) estima que a leishmaniose esteja
entre uma das principais antropozoonoses mundiais, com ocorréncia de casos em
98 paises de quatro continentes (Figura 1). O nuamero de individuos com
leishmaniose é subestimado por ser uma doenca tipica de paises subdesenvolvidos,
nos quais o diagndstico e o registro de casos sao precarios. Cerca de 1,5 milhdes de
novos casos de leishmaniose cutanea e 500 mil de leishmaniose visceral sao
registrados anualmente. Destes, 90% dos casos de leishmaniose cutanea foram
registrados no Afeganistdo, Brasil, Ird4, Peru, Arabia Saudita e Siria, enquanto a
leishmaniose mucocutédnea encontra-se predominantemente na Bolivia, Brasil e
Peru. Por sua vez, a leishmaniose visceral acomete principalmente Bangladesh,
Brasil, india, Nepal e Sudan. No Brasil s&o registrados cerca de 30.000 casos por
ano, os quais estdo predominantemente nas regifes norte e nordeste do pais
(LINDOSO e LINDOSO, 2009).

Os protozoarios do género Leishmania sdo parasitos heteroxenos ou
digenéticos, por necessitarem de dois diferentes hospedeiros para completar seu

ciclo biolégico. Estes parasitos intracelulares tém nos mamiferos silvestres seu
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principal reservatério, a0 passo que sua dispersdo ocorre por meio de insetos
vetores pertencentes a subfamilia Phlebotominae (Diptera, Psychodidae) (Figura Il1-
A). Das mais de 500 espécies de flebotomineos existentes, cerca de 30 espécies
possuem importancia médica, dentre elas os vetores transmissores da leishmaniose
dos géneros Phlebotomus no Velho Mundo, e Lutzomyia no Novo mundo (KILLICK-
KENDRICK e RIOUX, 2002). Dentre os vetores, existem aqueles que séo restritos,
sendo transmissores apenas de uma espécie, ou permissivos que sao capazes de
transmitir varias espécies de Leishmania (KAMHAWI, 2000; VOLF e MYSKOVA,
2007).
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Figura |I. Epidemiologia da leishmaniose. (A) Leishmaniose cutanea e mucocutanea no Novo
Mundo; (B) Leishmaniose cutanea no velho mundo; (C) Leishmaniose visceral no Velho e no Novo
Mundo. Dados obtidos da WHO (www.who.int/leishmaniasis/)
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A transmissdo destes patdogenos de um hospedeiro mamifero para o outro
ocorre por meio do flebotomineo fémea que ao se alimentar de sangue para o
adequado desenvolvimento de seus ovos acaba se infectando ou transmitindo a
doenca. Assim, durante o repasto sanguineo, o flebotomineo capta juntamente com
0 sangue, macrofagos parasitados por formas amastigotas. As amastigotas possuem
pequena dimensdo, cerca de trés micrometros, aspecto esférico ou ovoide,
possuindo flagelo reduzido a um segmento ndo exposto na bolsa flagelar. Apds
serem ingeridas pelo inseto vetor, as amastigotas do parasito iniciam sua
transformacdo em formas promastigotas, as quais possuem corpo celular mais
alongado (cerca de 20-25 pm) e flagelo proeminente livre, constituindo uma forma
movel e extracelular. As formas promastigotas proliferam por divisdo binaria,
possuindo varios estagios morfologicamente distintos em seu desenvolvimento
(BATES e ROGERS, 2004; Figura II-A). As formas infectantes, denominadas
promastigotas metaciclicas, acumulam no intestino médio ou anterior do inseto vetor,
dependendo da espécie do protozoario (BATES, 2007; BANULS, HIDE e
PRUGNOLLE, 2007).

Durante o repasto sanguineo, a fémea de flebotomineo infectada inocula
formas promastigotas infectantes do parasito na pele do animal hospedeiro. Em
defesa do hospedeiro, células do sistema fagocitico mononuclear endocitam as
formas promastigotas do parasito, para a devida eliminacdo. Por sua vez, o parasito
evade da defesa do hospedeiro, transformando-se em formas amastigotas. Os
amastigotas proliferam dentro do vacuolo parasitoforo do macréfago, que se rompe
liberando estas formas para infeccdo de outros macrofagos (Figura 11-B; BATES e
ROGERS, 2004; BATES, 2007). A transmissdo da leishmaniose pode também
ocorrer por transfusdo de sangue ou 6rgdos, ou ainda por via transplacentaria
(MURRAY et al., 2005).

Os macréfagos infectados podem apresentar tropismo por diferentes érgaos
de acordo com a espécie do parasito, podendo permanecer localizado na pele ou
disseminar-se pelo sistema fagocitico mononuclear para a mucosa ou visceras.
Dessa maneira, a leishmaniose apresenta um amplo espectro clinico relacionado a
fatores intrinsecos espécie-especificos do parasito, e a maneira como 0 sistema

imune do hospedeiro reage a infec¢do pelo protozoario.
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Figura Il. Ciclo biolégico de Leishmania sp. (A) Etapas do ciclo de vida no interior de seu
hospedeiro invertebrado (PIMENTA, FREITAS e SECUNDINO, 2012); (B) Ciclo de vida heteroxeno,
abrangendo hospedeiros invertebrado e mamifero (adaptado de KAYE e SCOTT, 2011).
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Segundo a Organizagcdo Mundial de Saude, a leishmaniose humana pode ser
classificada em quatro tipos clinicos: (A) Leishmaniose cutédnea, caracterizada pela
presenca de lesdes na pele em numero limitado, geralmente em areas expostas do
corpo como face, bracos e pernas; (B) Leishmaniose cutaneo-difusa, abrange
formas disseminadas cutaneas que se apresentam em individuos anérgicos; (C)
Leishmaniose visceral, na qual os parasitos causadores da infeccdo apresentam
acentuado tropismo pelo baco, figado, medula 6ssea e tecidos linféides; (D)
Leishmaniose muco-cutanea, doenca inicialmente marcada pela presenca de Ulceras
cuténeas, caracterizando a fase cronica da doenca com o aparecimento de lesdes
destrutivas nas mucosas (nariz, boca, faringe) (Figura I1ll). Todas as formas
acarretam consequéncias devastadoras, causando lesfes extensivas e
desfigurantes, sendo a forma visceral a mais severa, levando a 100% de mortalidade

quando nao tratada.

Figura lll. Espectro dos diferentes tipos de leishmaniose. (A) Leishmaniose cutanea; (B)
Leishmaniose cuténeo-difusa; (C) Leishmaniose visceral; (D) Leishmaniose muco-cutanea. Imagens
obtidas da WHO (www.who.int/leishmaniasis/).
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Em humanos, a infeccdo patogénica € acidental, ja que os flebotomineos séo
pouco antropofilicos, sendo causada por cerca de 20 espécies de protozoarios
parasitos pertencentes ao género Leishmania (Figura IV-A). As espécies
pertencentes a este género, até a presente data, sdo agrupadas de acordo com seu
comportamento no intestino do parasito vetor em dois subgéneros: Leishmania e
Viannia (LAINSON et al., 1987, Figura IV-A, B). Os estudos de filogenia tém recebido
suporte de ferramentas moleculares importantes, como a eletroforese de enzimas
multilocus. Este método é baseado na identificacdo de organismos pela mobilidade
relativa em eletroforese de um grande numero de enzimas intracelulares. Sabe-se
que estas diferencas em mobilidade estdo diretamente relacionadas a mutagdes no
locus génico originando substituicdes na cadeia primaria de aminoacidos codificada
por aquele gene. No género Leishmania, estes estudos corroboram a classificagao
realizada por Lainson et al. (1987) agrupando os parasitos em dois clados:
Leishmania e Viannia (CUPOLILLO et al., 2000, 2003).

O controle da leishmaniose tem sido realizado principalmente por
quimioterapia e pelo controle do inseto vetor, diminuindo a transmissao da doenca,
ja que até o momento nenhum método imunoprofilatico mostrou eficacia a nivel
mundial (KUMAR e ENGWERDA, 2014).

O tratamento da leishmaniose utilizando drogas isoladas € um método de
eficacia limitada, ja que em algumas regibes o0s parasitos tém apresentado
resisténcia aos medicamentos administrados, além de possuir alto custo e ter efeitos
toxicos (Tabela ). Os parasitos podem apresentar resisténcia aos antimoniais
pentavalentes, e como recurso a anfotericina B é associada ao tratamento.
Combinacdes de diferentes drogas podem melhorar a eficacia do tratamento,
diminuindo o tempo da terapia, a toxicidade de cada um dos compostos devido as
baixas dosagens e principalmente, reduzindo a selecdo dos organismos resistentes.
Adicionalmente, ha duas formas predominantes da doenca, cutanea e visceral, que
exigem formulagbes farmacéuticas que tenham tropismo direcionado ao parasito
causador da doenca (CROFT e OLLIARO, 2011; MCGWIRE e SATOSKAR, 2014).
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Figura IV. Taxonomia do género Leishmania. (A) Proposta taxdnomica de Leishmania sp. sugerida
por Lainson et al. (1987) de acordo com o comportamento do parasito no intestino do inseto vetor
(BANULS. HIDE e PRUGNOLLE, 2007); (B) Nesta proposta, o amastigota isolado do hospedeiro
infecta experimentalmente o vetor Lutzomia sp. concentrando-se no intestino posterior quando
pertencente ao clado Viannia, enquanto 0s amastigotas pertencentes ao clado Leishmania
desenvolvem-se preferencialmente no intestino médio e anterior (PIMENTA, FREITAS e
SECUNDINO, 2012).
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Tabela I. Quimioterapicos usados para tratamento da leishmaniose (Adaptado de CROFT e
OLLIARO, 2011; MCGWIRE e SATOSKAR, 2014).

Propriedades e

Administracio Comentarios

Medicamento

Compostos de antiménio Para VL e CL (eficacia variavel),
Pentostam®, Glucantime® pentavalente, via intravenosa ou resisténcia a droga em Bihar
intramuscular (India)

Para VL, CL (incluindo MCL),

. ® Composto de anfotericina B, via o P
Fungizone . usado na india (resisténcia ao
intravenosa AT
antimonio)
- . Efetiva para VL, mas por alto
: ® Composto de anfotericina B, via b ' b .
Ambisome custo, usado em formas mais

intravenosa graves (PKDL, MCL)

Para VL e algumas formas de
Miltefosine® Alquil-fosfocolina, via oral CL, contra-indicada por ser
teratogénica em ratos

Antibiético aminoglicosidico, via Na India e Africa, para VL

- . ‘s associado ou ndo a anfotericina
Paramomicina intramuscular (VL) ou tépica . . R
(L) B; para CL associada a

gentamicina

Formulacdes lipidicas de

Amphocil, Abelcet, Amphomul o L
anfotericina B, via intravenosa

Principalmente para VL

Diamidina, como sais de Para formas especificas de CL

Pentamidina isetionato, via intramuscular (América do Sul)

CL, leishmaniose cutanea; PKDL, leishmaniose dérmica pés-Calazar; MCL, leishmaniose muco-cutanea; VL,
leishmaniose visceral.

As intervencBes quimioterapicas sdo toxicas e requerem administracao
sistémica (intravenosa ou intramuscular) diaria por periodos que variam de 3-5
semanas. Além disso, o surgimento de linhagens resistentes a drogas é crescente, e
estes tratamentos ndo sdo capazes de induzir a cura estéril por ndo eliminarem
parasitos persistentes no hospedeiro. Assim, ha uma necessidade continua para o
desenvolvimento de novas terapias contra leishmaniose que sejam seguras, efetivas
na inducdo de uma cura por longo periodo, e que seja de facil administracdo
(MCGWIRE e SATOSKAR, 2014).

Como alternativa ao método quimioterapico, pode ser utilizada a intervencao
por imunoterapicos, ou ainda meétodos ndo difundidos como a terapia com
resfriaimento ou aquecimento da é&rea afetada. A crioterapia é realizada com
aplicacoes de nitrogénio liquido diretamente sobre as lesdes cutadneas de uma a

varias vezes, podendo ser usada em combinagcdo com antiménio. A terapia por calor
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é realizada aquecendo as lesdes a 50°C durante 30s por até 3 vezes para acelerar a
resolucdo da lesdo e € comparavel a terapia com antiménios, podendo ser utilizada
em substituicdo ao uso destes em caso de pacientes ndo-responsivos a esta droga.
Vacinas consistindo de parasitos mortos suplementados com BCG ou com antigenos
recombinantes juntamente com fatores estimuladores de colbnias de
granulécitos/macréfagos tém sido utilizadas também na imunoterapia de pacientes
com leishmaniose cutanea difusa ou mucosa (MCGWIRE e SATOSKAR, 2014).

A histéria da vacinacéo contra a leishmaniose pode ser dividida basicamente
em quatro etapas. Inicialmente foi realizado um processo denominado
leishmanizacgéo, o qual é caracterizado pela infec¢do do individuo com baixas doses
de parasitos vivos e virulentos, conferindo resisténcia a infec¢des posteriores, sendo
este método descartado por sua baixa seguranca e reprodutibilidade
(KHAMESIPOUR, DOWLATI e ASILIAN, 2005; BIRNBAUM e CRAFT, 2011). Assim,
foram iniciados estudos envolvendo o indculo de parasitos mortos ou atenuados, 0
qual ndo tem conferido protecdo significativa contra a leishmaniose humana
(NOAZIN et al., 2009; BIRNBAUM e CRAFT, 2011). Atualmente, novos meétodos
vacinais tém sido explorados, em um deles fragcdes purificadas do parasito ou
microorganismos expressando biomoléculas heterélogas séo utilizados em tentativas
vacinais. Outra tentativa é a administracdo de biomoléculas de maneira direta como
proteinas purificadas ou de maneira indireta, através da insercdo do DNA codificante
da sequéncia de interesse (KEDZIERSKI, 2011; BIRNBAUM e CRAFT, 2011,
BIRNBAUM e CRAFT, 2011).

Assim, atualmente, diversos estudos tém sido realizados visando a
identificacdo de antigenos que possam ser Uteis na imunoprofilaxia e imunoterapia
de doencas infecciosas (SINGH e SUNDAR, 2012; Figura V, A e B).
Frequentemente, os antigenos identificados com essa finalidade pertencem a grupos
evolutivamente conservados de proteinas, conhecidos como panantigenos
(REQUENA et al., 2000). Em Leishmania, tem se buscado antigenos presentes em
todas as fases do ciclo de vida do parasito que sejam conservados dentre as
diversas espécies, e que sejam filogeneticamente diferentes de seus homélogos
encontrados em mamiferos (HANDMAN, 2001; SINGH e SUNDAR, 2012).



Lerl, Ldp23

(B)
gp63 Proteina expressa em BCG
gp63, gp46, PSA-2, A2, KMP11 Vacina de DNA

LmSTI1, TSA, HASPB1, CPB Proteina recombinante
Gp63, LCR1 Proteina expressa em BCG

: Poliproteina recombinante de TSA, LmSTI1 e
SRR LelF+MPL-SE

Figura V. Terceira Geracdo de Vacinas contra leishmaniose. (A) Porcentagem relativa de estudos
envolvendo antigenos usados como candidatos a vacinas nos ultimos dez anos; (B) Potentes
antigenos vacinais testados em camundongos, bem como tipo de vacina administrada (Adaptado de
SINGH e SUNDAR, 2012).
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1.4 Leishmaniose causada por L. amazonensis

A L. amazonensis € um importante agente etiolégico da leishmaniose
tegumentar difusa anérgica em mamiferos, o qual tem expandido sua distribuicdo
geografica com as constantes interferéncias do homem em seu ambiente natural.
Esta espécie tem demonstrado alta capacidade de escapar dos mecanismos de
defesa do hospedeiro, principalmente, direcionando a resposta imunologica e
suprimindo a formacédo de anticorpos que auxiliam na eliminacdo do parasito. No
Brasil tem aumentado o interesse nos estudos envolvendo a espécie L.
amazonensis, por ser essa 0 agente etioldgico responsavel por uma das formas

mais severas da leishmaniose cutanea (SILVEIRA et al., 2009).

Para melhor entender as caracteristicas deste processo infeccioso, tem sido
utilizado modelos de infec¢cdo experimental envolvendo diferentes linhagens de
camundongos. A infeccdo experimental auxilia no conhecimento dos aspectos da
doenca, que podem direcionar estratégias de imunoterapia e/ou imunoprofilaxia
(PEREIRA e ALVES, 2008).

A linhagem de camundongos isogénicos BALB/c é altamente susceptivel a
infeccdo por L. amazonensis e, quando inoculados no coxim plantar com este
parasito, desenvolvem lesGes crbnicas ulcerativas tipicas (CALABRESE e
GONGALVES-DA-COSTA, 1992; BERNARDO e ALVES, 2008). A analise de cortes
histolégicos evidencia grande quantidade de macrofagos infectados contendo
vacuolos parasitoforos gigantes e extensiva destruicdo tecidual (ALMEIDA et
al.,1996; CUPOLILLO et al., 2003; CARDOSO et al., 2010).

O estabelecimento da leishmaniose murina parece ser dependente de
anticorpos circulantes, uma vez que camundongos com esta deficiéncia se
mostraram resistentes a infeccdo por Leishmania (KIMA et al., 2000; YANG et al.,
2007; WANASSEN, XIN e SOONG, 2008). Esta associacdo pode estar relacionada a
exacerbacdo da producdo de IL-10 pelos macréfagos, induzida pela opsonizagao
dos parasitos, tanto por IgG1 quanto por IgG2a/c (YANG et al., 2007; CHU et al.,
2010).
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Camundongos nocautes para IgG1l submetidos a infeccdo com L. mexicana
foram resistentes a infeccdo, apresentando uma producdo precoce e exacerbada
dos niveis de IgG2al/c, indicando a atividade protetora destes isotipos, enquanto a
producado de altos niveis de IgG1 durante a progressao da doenca contribuem para

seu estabelecimento (CHU et al., 2010).

Visando a obtencdo de um conjunto de antigenos possivelmente vacinais,
deve-se atentar para aqueles com tendéncia ao desenvolvimento de resposta
predominantemente Thl (isotipos IgG2a/c), onde os niveis do isotipo IgG1l (Th2)
permanecam baixos, 0s quais poderiam desenvolver uma resposta protetora ao
parasito (IBORRA et al., 2008; CHU et al., 2010; RAMIRES et al., 2010).

Nesta Tese, o gene LamNTPDase que codifica a NTPDase 1 de L.
amazonensis foi obtido. Estudos in silico e experimentais viabilizaram a
caracterizagdo molecular e localizagdo da NTPDase 1 em promastigotas. Além
disso, por meio de biomoléculas recombinante e sintética, o potencial biotecnoldgico
de um dominio conservado e antigénico desta proteina foi também avaliado. Estes
estudos deram suporte a existéncia do dominio B conservado e antigénico entre
NTPDases de plantas e organismos filogeneticamente distintos, como previamente
observado por analises in silico (FARIA-PINTO et al., 2008; MAIA et al., 2011) e, o
estudo particularizado da NTPDase 1 de L. amazonensis propiciou novos dados

funcionais, bioquimicos e imunologicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Estudar os aspectos bioquimicos e imunolégicos do dominio B da NTPDase 1 de L.
amazonensis por meio da clonagem do gene desta proteina e analises in silico, e
usando como ferramentas biolégicas a apirase de batata, o recombinante r-potDomB
derivado desta proteina vegetal e peptideos sintéticos derivados do dominio B de

NTPDase de Leishmania.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Expressar o polipeptideo recombinante r-potDomB, derivado do dominio B da
apirase de batata, utilizando E. coli BL21 (DE3) como célula hospedeira e purifica-lo

por meio de cromatografia de afinidade;

2.2.2 Clonar o gene da NTPDase 1 de L. amazonensis utilizando “primers”
construidos a partir de proteinas homologas de Leishmania spp. j& anotadas nos

bancos de dados do NCBI, e realizar estudos in silico da proteina codificada;

2.2.3 ldentificar e localizar a NTPDase 1 de promastigotas de L. amazonensis por
meio de “Western blots” de preparacdes de fracdes subcelulares e microscopia
eletrbnica de transmisséo utilizando anticorpos especificos para o dominio B desta
proteina,

2.2.4 Isolar e identificar a NTPDase 1 e SUMO de L. amazonensis por meio de gel

nao-desnaturante, “Western blots” e espectrometria de massas;
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2.2.5 Avaliar a reatividade entre anticorpos de camundongos BALB/c infectados com
promastigotas de L. amazonensis e 0 recombinante r-potDomB ou peptideos
sintéticos derivados do dominio B de NTPDase de Leishmania, durante a progressao
da leishmaniose;

2.2.6 Avaliar o potencial imunogénico do r-potDomB em testes de hipersensibilidade

tardia e em protocolos de protecdo contra L. amazonensis.
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3 Material e Métodos

3.1 Obtencéo do r-potDomB

3.1.1 Vetor de Expressao

Para a obtencdo do dominio B da apirase de batata (r78-117; NCBI
U58597.1) foi construido um plasmideo sintético otimizado para a expressao do
polipeptideo recombinante r-potDomB em E. coli. O plasmidio sintético foi
desenhado como ilustrado na Figura VI-A, contendo o promotor T5 associado ao
operon lac; um sitio de ligacao ao ribossomo; sitios especificos para inicio e término
da transcricdo; gene de resisténcia a ampicilina; nucleotideos codificadores da
sequéncia do dominio B e mais dez aminoacidos (Figura VI-B), estes ultimos
necessarios ao inicio da traducéo e reconhecimento do anticorpo anti-RGS-his. Este
plasmideo (GS44939-3 pBSK REGB) foi obtido da Epoch Biolabs (Missouri, USA), e
foi idealizado com a colaboracdo do Dr. Marcelo de Oliveira Santos, do
Departamento de Biologia do ICB/UFJF, que também auxiliou nas etapas
subsequentes para a expressao do polipeptideo recombinante na Escherichia coli
BL21 (DE3).

3.1.2 Transformacé&o da Escherichia coli BL21 (DE3)

O cultivo desta cepa foi realizado em meio de cultura SOB (Super Optimal
Broth) contendo triptona 2%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 86 mM, KCI 2,5 mM,
MgCl, 10 mM.

O preparo de células competentes de E. coli BL21 (DE3) foi realizado de
acordo com o método Inoue, Nojima e Okayama (1990), sendo as -culturas
expandidas sob leve agitacdo (150 rpm) a 37 °C em meio SOB até atingir D.O.s00nm

de 0,55-0,6. A densidade o6tica das culturas bacterianas foi monitorada em
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espectrofotdbmetro. Em seguida, as células foram lavadas em tampao PIPES 10 mM
[piperazina-1,4-bis(acido 2-etanosulfénico)], pH 6,7,contendo MnCl,.4H,O 55 mM,
CaCl;.2H,0 15 mM, KCI 250 mM, e ressuspendidas neste mesmo tampé&o acrescido

de DMSO 7,5%, sendo armazenadas a -80 °C até o momento do uso.
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(B) ATGAGAGGATCGCATCACCATCACCATCACGAATATTTTATGGCGAC
CGAACCGGGCCTGAGCAGCTATGCGGAAGATCCGAAAGCGGCGG
CGAACAGCCTGGAACCGCTGCTGGATGGCGCGGAAGGCGTGGT
GCCGCAGGAACTGCAGTAG

Figura VI. Plasmideo sintético utilizado para a expressao do r-potDomB em E. coli BL21 (DE3).
(A) Vetor de expressao contendo a sequéncia codificadora do polipeptideo de interesse; (B) Quadro
de leitura da sequéncia nucleotidica a ser expressa em E. coli, contendo sitio de iniciacdo (azul; M);
regido codificadora da trinca arginina-glicina-serina (RGS; laranja) e da cauda de 6xhistidina (lilas)
para reconhecimento do anticorpo anti-RGS-his; a regido codificadora do Dominio B da apirase de
batata (r78-117; NCBI U58597.1; verde) e o sitio de terminagao (vermelho).
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Apos a homogeneizacédo de 100 pl de E. coli BL21 (DE3) competente e 1 pl
do plasmidio sintético pPBSK_RegB (100 ng/ml), este plasmideo foi inserido na célula
hospedeira por eletroporacdo usando pulso elétrico de aproximadamente 1.500 V
por 3 milisegundos (Gene-Pulser, Bio-Rad, Brasil). Apds choque elétrico, foi
adicionado 1 ml de meio de cultura SOC (SOB + Glicose 20 mM) as células
eletroporadas, mantendo-as incubadas sob agitagédo (200 rpm) a 37 °C por 1 h.
ApoOs este periodo, as células foram plaqueadas em meio LB sdlido (Luria-Bertani:
triptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 1%, pH 7,5, agar 1,5%) contendo o
antibiético de selecéo (ampicilina 100 pg/ml) e incubadas a 37 °C durante 12 h. Para
a obtencado do pré-indculo, algumas colbnias transformadas foram, individualmente,
expandidas em 6 ml de meio de cultura SOB, acrescido de ampicilina (100 pug/ml),

incubadas sob agitacdo (200 rpm) a 37 °C por 12 h.

3.1.3 Expresséao do polipeptideo recombinante r-potDomB

Para a expressao do r-potDomB, cada pré-in6culo contendo a cultura de E.
coli BL21 transformada (E.coli_regB) e expandida foi vertido em um erlenmeyer
contendo 250 ml de meio SOB e incubado a 37 °C sob agita¢do (200 rpm) até atingir
densidade O6tica adequada a inducdo da expressdo (D.O.go0 nm 0,6-0,7). Foram
realizadas quatro condi¢cdes de cultura identificadas da seguinte maneira: E. coli
vazia (E. coli_@, ndo-transformada); E. coli_regB, na auséncia de IPTG; E. coli_regB
induzida com IPTG 0,5 mM ou IPTG 1 mM. Assim, ap0s atingir a D.O. adequada, as
culturas E. coli_regB tiveram sua expressao induzida com IPTG 0,5 mM ou 1 mM,
permanecendo sob agitacdo (200 rpm) a 37 °C, as mesmas condi¢cdes nas quais
permaneceram incubadas as culturas de E. coli_@ ou E. coli_regB, na auséncia de
IPTG. ApoOs a inducéo (0 h, 2 h, 4 h e 6 h) foram retiradas duas aliquotas de 49 e 1
ml de cada erlenmeyer, e as densidades 6ticas foram mensuradas. As aliquotas das
diversas amostras foram centrifugadas a 4.500 g a 4 °C por 20 min, sendo 0s

sobrenadantes devidamente descartados e os “pellets” armazenados a -80 °C.

Inicialmente, utilizando protocolos padréo de extracéo, eletroforese em gel de
poliacrilamida e dodecil sulfato de sodio 0,1% (SDS-PAGE) e “Western blots”, foram

realizadas varias analises visando avaliar se o polipeptidio estava sendo expresso, e
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se estaria de forma predominante na fracdo solivel ou em corpos de inclusdo
(SAMBROOK e RUSSEL, 2006). Para analisar as condicdes de expressdo de
proteinas soluveis, os “pellets” resultantes das aliquotas de 1 ml foram
ressuspendidos em tampé&o de amostra para eletroforese (Tris-HCI 0,125 M, pH 6,8,
contendo glicerol 2%, SDS 0,2%, -mercaptoetanol 2% e azul de bromofenol 0,1%)
e incubados a 100 °C por 5 min. Em seguida, foi realizada uma eletroforese em gel
de poliacrilamida 18% e SDS 0,1% (SDS-PAGE 18%), segundo método descrito por
Laemmli (1970), usando o sistema Mini-Protean Ill Cell (Bio-Rad Laboratérios, Séao
Paulo, Brazil). Marcadores de peso molecular (Low-Range RainbowMarkers, 3.500 —

38.000 Da) foram também aplicados.

3.1.4 Purificacdo do polipeptideo recombinante r-potbomB

Visando a purificacdo do polipeptideo, o “pellet” obtido apds centrifugacédo da
cultura (49 ml) foi ressuspendido em tampao fosfato de sédio 20 mM, pH 7,8, NaCl
500 mM e imidazol 20 mM, denominado Tampéao de Ligacdo. Em seguida, para o
rompimento das células, lisozima (0,5 mg/ml) foi adicionada e a suspensao foi
incubada a 37 °C por 30 min. O lisado foi, em seguida, incubado em banho fervente
por 40 min para promover a desnaturacdo da lisozima. Para garantir uma lise
eficiente, o homogeneizado obtido foi sonicado em gelo com pulsos de 200 W de
poténcia por 25 s com intervalo de 1 min entre os ciclos (Disruptor de Células
DES500, UniqueGroup, Brasil). Apdés efetivada a lise, Triton X-100 1% e os
inibidores de proteases (leupeptina 0,5 pg/ml, pepstatina 0,07 pg/ml, tripsina 0,05
pug/ml e PMSF 2 pg/ml) foram adicionados a preparacédo sob agitacdo por 10 min.
Em seguida, o material foi centrifugado a 4.500 rpm por 30 min a 4 °C, e o

sobrenadante proveniente do lisado celular foi armazenado a -20 °C.

O procedimento cromatografico foi realizado em coluna de afinidade His Trap
HP Ni-Sepharose (1 ml; GE Healthcare, Brasil), com o auxilio de um bomba
peristaltica (Peristaltic Pump P-1, GE Healthcare Life Sciences, Brasil). Antes deste
procedimento, o sobrenadante foi submetido a filtracdo em membrana de 0,45 um
(Millipore Corporation, USA) para a devida eliminacdo de possiveis detritos

provenientes da lise, os quais poderiam levar ao entupimento da coluna. Inicialmente
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a coluna, armazenada em etanol 20%, foi lavada com 5 volumes de agua deionizada
e equilibrada com 7 volumes de tampéo de ligagcédo, sendo o fluxo ajustado para 1
ml/min. Uma aliquota de 1 ml do filtrado (E.coli_RegB) foi entdo aplicada no topo da
coluna, e todo o processo cromatografico subsequente foi monitorado por meio da
coleta de fragBes (500 ul) eluidas da coluna e leitura espectrofotométrica de uma
aliquota de cada fracdo acrescida do reagente de Bradford (1976). Apés a saida do
filtrado de E.coli_RegB aplicado a coluna, ela foi lavada com o tampéo de ligacdo
até que a dosagem protéica se estabilizasse em valores despreziveis, descartando
assim proteinas adsorvidas ou de baixa afinidade. Em seguida, foi realizada a
eluicdo do polipeptideo expresso por meio da aplicacdo de tampdao fosfato de sédio
20 mM, pH 6,0, NaCl 500 mM e imidazol 500 mM a coluna.

A dosagem de proteinas das amostras de E. coli ndo transformada (E.coli_@)
e E. coli transformada, induzida por IPTG (E.coli_RegB), e das possiveis fracbes
contendo r-potDomB puro foi feita utilizando o “Pierce™ BCA ProteinAssay Kit”
(ThermoScientific, Pierce Biotechnology, USA). Este sistema quantitativo combina a
reducéo de ions Cu®* a Cu* por proteinas em meio alcalino (reacéo de biureto) com
uma sensivel e seletiva deteccdo do cation cuproso e das ligacdes peptidicas pelo
acido bicinconinico (BCA), com a formacdo do complexo colorimétrico com
absorbancia em 562 nm.

Aliquota de E.coli_ @ (100 pg de proteina total), E.coli_RegB (100 pg de
proteina total) ou r-potDomB puro (1 ou 5 pg) foi solubilizada em tampéao de amostra
para eletroforese e submetida a SDS-PAGE 18%, seguida de coloracdo pelo
Coomassie Brilliant Blue R-250 (NEUHOFF et al., 1988) ou eletrotransferéncia das
proteinas para membranas de nitrocelulose (Amersham Hybond ECL 0,2 um, GE
Healthcare) por 20 min a 100 V. Marcadores de peso molecular (Low-Range
Rainbow Markers, 3.500 — 38.000 Da: GE Healthcare Life Sciences; Peptide Marker
Kit, 2.512-16.949: Sigma) foram também aplicados.

Apos o bloqueio das membranas de nitrocelulose em tampéo fosfato 10 mM
(PBS), pH 7,6, suplementado com caseina 1% por 2 h sob agitacdo, as proteinas
foram incubadas por 1 h com anticorpos de camundongo anti-his (1:2.000) ou soro
imune policlonal de camundongo BALB/c contendo anticorpos anti-apirase de batata
(1:2.000; MAIA et al., 2011). ApOs este periodo, as membranas foram lavadas 3
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vezes por 10 min com PBS acrescido de Tween 20 0,1%, e incubadas por 1 hora
com anticorpos secundarios anti-lgG de camundongo acoplados a peroxidase,
diluidos 1:10.000 em PBS. Em seguida, as membranas foram novamente lavadas
como ja descrito, retirando o Tween 20 da ultima lavagem. A revelacao foi realizada
por quimioluminescéncia utilizando o luminol como substrato (Amersham ECL Prime
Western Blotting Detection Reagent; GE Healthcare Life Scienses), e os sinais foram

detectados em filmes de raio-X (Hyperfilme ECL; GE Healthcare Life Scienses).

3.2 Clonagem da NTPDase 1 de L. amazonensis

3.2.1 Extracdo do DNA gen6mico

Para a clonagem do gene da NTPDase de L. amazonensis foi utilizado o DNA
gendmico da cepa de referéncia MHOM/BR/1973/M2269. As formas promastigotas
do parasito foram cultivadas em meio Scheneider, sendo coletadas em sua fase
exponencial de crescimento, lavadas 3 vezes em solucdo tampao salina-fosfato
(PBS) e centrifugadas a 500 g por 15 min. O DNA gendmico foi extraido utilizando
um kit de purificacdo (Wizard Genomic DNA Purification System, Promega, USA),
conforme as instru¢cdes do fabricante. Brevemente, apés lavagem com PBS, os
protozoarios precipitados foram ressuspendidos em tampdo de lise celular,
homogeneizados e incubados por 10 min a temperatura ambiente. Em seguida foi
realizada uma centrifugacédo a 14.000 g por 5 min, sendo o “pellet” ressuspendido
em outro tampéo de lise, capaz de romper a membrana nuclear, promovendo a
liberacdo efetiva do material genético. Ao homogeneizado resultante foi adicionada
RNAse para a devida eliminacdo dos acidos ribonucléicos e, apods adicdo de uma
solucéo tampéo, o sobrenadante foi obtido por centrifugacdo a 13.000 g por 3 min e
armazenado a -80 °C até o momento do uso. A cepa de referéncia
MHOM/BR/1973/M2269 e seu DNA gendmico foram gentilmente doados pelo Dr.
Marcos José Marques do Departamento de Biologia da UNIFAL/MG.
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3.2.2 Reacado em Cadeia da Polimerase

Para a amplificagcdo do gene de interesse, foram desenhados iniciadores
direto (5°ggATCCCCATgTgACTCggCgTAC,; BamHI) e reverso
(5gAATTCTCATTCCATCTTgAgCaggAAgg; EcoRlI) associados a sitios de restri¢do,
desenhados com base nas sequéncias das NTDPases hipotéticas de L. major
(XM_001681865.1) e L. infantum (XM_001464304.1) depositadas no NCBI. A
idealizacdo destes oligonucleotideos sintéticos e todas as etapas subsequentes
foram realizadas com a colaboracédo da Dra. Melissa Regina Fessel, pesquisadora
do CNPEM/Campinas/Sao Paulo.

Utilizando o DNA gendmico de L. amazonensis (gDNA) e os iniciadores
sintéticos foi realizada a amplificacdo da sequéncia nucleotidica da hipotética
NTPDase 1 em termociclador GeneAmp 2400 (Applied Biosystems), usando a
mistura reacional composta de gDNA 1 ng/ul, MgCl, 1 mM, dNTP 200 uM, F_NTPD
0,5 uM, R_NTPD 0,5 uM e DNA polimerase Taq Platinum (5 U; Invitrogen). A
amplificacdo da sequéncia de interesse foi realizada sob as seguintes condicdes:
desnaturacao inicial a 95 °C por 5 min, seguida por 25 ciclos de 30 s a 95 °C
(desnaturacéo), 45 s a 55 °C (anelamento dos oligonucleotideos iniciadores) e 1 min
a 72 °C (extensao) e, ap0s, uma etapa adicional de extenséo por 7 min a 72 °C.
Posteriormente, o produto desta reacdo foi colocado em tampdo de amostra
contendo brometo de etidio e analisado em gel de agarose 2%, sob luz ultravioleta,

na presenca de padrao de peso molecular (100 bp DNA Ladder, Promega, USA).

O produto de PCR de interesse foi entdo purificado do gel utilizando-se o
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) de acordo com as instru¢des do fabricante.
Inicialmente o fragmento de gel contendo o fragmento de interesse foi cortado do gel
e devidamente pesado, sendo adicionado 1 pl do tampéao de ligacéo para cada 1 mg
de amostra. A amostra foi incubada por 10 min a 50 °C sob agitacdo para a
completa solubilizagcdo do gel, permanecendo a solu¢cdo amarela, um indicativo do
correto pH < 7,5 para o processamento subsequiente. Em seguida, esta solucéo foi
aplicada em microcoluna de silica acoplada a um tubo centrifuga, e apés 1 minuto
da aplicacdo, o conjunto foi submetido a centrifugacdo a 10.000 g durante 1 min. O
DNA ficou adsorvido na silica e o sobrenadante foi descartado, sendo a coluna

lavada com 500 pl de tampéao de lavagem e novamente submetida a centrifugacéo
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por 1 min a 10.000 g. A coluna foi transferida para um novo tubo, sendo o DNA
eluido pela adicdo de 50 pl do tampé&o de eluicdo (Tris-HCI 10 mM, pH 8,5) seguida
de centrifugacéo a 10.000 g por 30 segundos.

O fragmento purificado foi entdo inserido no vetor de clonagem pCRII [TA
Cloning® Kit Dual Promoter (pCR®Il), Invitrogen, Figura VII] de acordo com as
instrucdes do fabricante, por meio da adicdo do produto de PCR purificado de
interesse em tampdao contendo o vetor pCRII e a T4 DNA Ligase, com incubacao por
14 h a 4 °C. O produto desta ligacdo foi utilizado para transformacéo de células
competentes de E. coli DH5a por eletroporacdo como previamente descrito. Apos
este procedimento, adicionou-se 1 ml de meio SOB, seguido de incubacdo por 30
min a 37 °C sob agitacdo, para que as bactérias se recuperassem do estresse
sofrido. As células foram, em seguida, plaqueadas em meio LB solido, contendo
ampicilina e X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-galactopiranosideo), este ultimo um
substrato da (-galactosidase que permanece integro na presenca do inserto correto,
promovendo o crescimento de colonias brancas. Coldnias azuis foram indicativas de
insercdo do plasmideo pCR®Il vazio (sem o gene de interesse), o qual permite a
expressdo de [-galactosidase apta a degradar X-gal, com a producdo de um

cromoégeno azul.

Cada col6nia identificada como positiva foi expandida durante 12 h a 37 °C
em meio LB sob agitacdo (200 rpm), centrifugada a 12.000 rpm por 15 s, sendo o
sobrenadante descartado. O precipitado obtido de cada col6nia foi ressuspendido
em tampao hipotonico Tris-HCI 25 mM, pH 8,0, contendo EDTA 10 mM e glicose 50
mM sob agitacdo. Para promover a lise das células, foram adicionados (1) lisozima
(2 mg/ml), seguido de incubacdo em gelo por 10 min; (2) NaOH 200 mM e SDS 1%,
e incubacdo por 5 min em gelo e (3) acetato de sédio 1 M, e incubacéo por 15 min
em gelo. O DNA gendmico da bactéria foi entdo precipitado por centrifugacdo a
12.000 rpm por 5 min, e o sobrenadante resultante foi submetido a nova
centrifugacéo (12.000 rpm por 5 min) na presenca de etanol absoluto gelado para o
isolamento do DNA plasmidial. Apds precipitado e lavado, o DNA plasmidial
originario de cada colbénia foi ressuspendido em tampéao Tris-HCI 10 mM, pH 8,0,
EDTA 1 mM sob agitacdo e, em seguida, submetido & digestdo por enzimas de
restricio EcoRl e BamHI (NEB, New EnglandBiolabs, UK), sendo o produto da

digestdo e o plasmideo nao-digerido submetidos a eletroforese em gel de agarose



47

2%. Os clones positivos foram submetidos ao sequenciamento de nucleotideos, com
o kit BigDye® Terminator v3.1 CycleSequencing Kit (AppliedByosystems, USA),
usando primers Sp6 e T7 que anelam, respectivamente, nos promotores Sp6 e T7
presentes no vetor pCRII, em sequenciador da Applied Biosystems (modelo 3130xl).
As sequéncias obtidas foram analisadas usando o software Data Collection 3.0 e 0
Sequencing Analysis 5.2 (Applied Biosystems, USA).

= = = = =
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Figura VII. Vetor de clonagem (TA Cloning® Kit Dual Promoter; pCR®lI). O vetor pCR®Il permite a
amplificacdo da sequéncia de interesse in vivo para posterior seqiienciamento. A triagem de bactérias
transformadas por este vetor ocorre por crescimento de coldnias brancas, indicativas da presenca do
inserto. Na auséncia do inserto, ha expressao de lacZa, capaz de degradar o substrato X-Gal e gerar
um cromdbgeno, promovendo o crescimento de colbnias azuis. O plasmideo também apresenta o
gene de resisténcia a canamicina e ampicilina; pUCori, o qual permite a replicacdo, manutencdo e um
alto numero de cépias em E. coli; Sp6 e T7, os quais permitem o sequenciamento do inserto; f1 ori, 0
qual permite o sequenciamento da fita simples.
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3.2.3 Analises in silico

A sequéncia de nucleotideos foi submetida a andlises usando ferramentas de
bioinformética, as quais permitiram (A) a identificacdo do amplificado
(nucleotideblast; http://blast.ncbi.nilm.nih.gov/Blast.cgi); (B) a tradug&o dos codons de
nucleotideos e a resultante sequéncia de aminoacidos (ExPASy-Bioinformatics
Research Portal; http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_aa); (C) o alinhamento
multiplo de sequéncias primarias de NTPDases de diferentes espécies de
Leishmania  (Clustalw,  http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/;  GeneBee,
http://www.genebee.msu.su/ services/ malign_reduced. html), obtidas nos bancos de
dados do NCBI. Depois de identificada, a seqiiéncia de nucleotideos foi submetida

ao NCBI para anotacdo em seu banco de dados.

3.3 Localizagao subcelular da NTPDase 1 de L. amazonensis

3.3.1 Fracionamento de promastigotas de L. amazonensis

A cepa de L. amazonensis H21 MHOM/BR/76/MA foi isolada de um paciente
com leishmaniose cutaneo difusa, sendo a identificacdo do parasito realizada por
caracterizacao de isoenzimas e kKDNA. Esta cepa tem sido mantida in vivo por uma
série de passagens em camundongos no Laboratério de Protozoologia e
Imunomodulacdo do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ
(GONCALVES-DA-COSTA e LAGRANGE, 1981; SCHOTELIUS e GONCALVES-
DA-COSTA, 1982; GRIMALDI JR et al., 1991).

Formas promastigotas deste parasito foram centrifugadas em sua fase
logaritmica de crescimento (10° parasitos/ml), lavadas trés vezes em Tris-HC| 5 mM
estéril, pH 7,4, a 4 °C, com centrifugacéo intercalada a 2.500 rpm por 15 min. Para o
preparo do homogeneizado total (TH), os promastigotas foram ressuspendidos em
tampéao Tris-HClI 5 mM, pH 7,4, sacarose 8% suplementado com inibidores de

proteases. O rompimento do parasito foi realizado por 3 ciclos de choque térmico,
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alternando incubacdo em nitrogénio liquido e banho maria a 37 °C, seguido de
incubacéo por 30 min em banho ultrassom. Uma aliquota desta preparacdo (TH) foi

estocada a -80 °C até o momento do uso.

Em outro procedimento, promastigotas de L. amazonensis foram submetidos
a fracionamento subcelular como previamente descrito por Zaverucha do Valle et al.
(2007). Brevemente, apés lavagem, as formas promastigotas foram ressuspendidas
em meio hipotdnico permanecendo incubadas por 20 min em banho de gelo, sendo
realizado em seguida o rompimento da membrana por acdo mecanica em um
homogeneizador tipo Dounce (Konte Glass, EUA) na presenca de lubrol-PX 10%. A
eficiéncia do rompimento foi acompanhada por microscopia 6ptica, sendo as células
integras restantes eliminadas por centrifugacdo (High Performance Centrifuge,
BeckmanCoulter, USA) a 750 g por 2 min. A preparagéao foi centrifugada duas vezes
a 10.000 g por 10 min, e os “pellets” foram purificados em um gradiente linear de
sacarose e estocado como fracdo de flagelo (FF), constituida de estrutura axonemal
e paraflagelar associados, e auséncia de membrana. O sobrenadante foi
centrifugado novamente a 27.000 g por 30 min para obter um “pellet’” de fracao de
membrana (MF), a qual ndo formou vesiculas e apareceu associada com
microtubulos subpeliculares. Finalmente, aliquotas do sobrenadante foram
depositados no topo de tubos plasticos contendo Tris HCI 10 mM, pH 7,4, sacarose
20%, MgCl,; 10 mM e KCI 25 mM. O material foi centrifugado a 100.000 g por 30 min
em um rotor “swing”, sendo a fragdo microsomal (Fm) recuperada do “pellet”, uma
fracdo enriquecida de ribosomos contendo uma menor quantidade de membrana
(ZAVERUCHA DO VALLE et al., 2007). Todas as fracdes foram ressuspendidas em
tampao Tris-HCI 5mM, pH 7,4, suplementado com sacarose 8% e inibidores de
proteases (leupeptina 0,5 pg/ml, pepstatina 0,07 pg/ml, tripsina 0,05 pug/ml e PMSF 2
ug/ml), e armazenados a -80 °C até o momento do uso.

3.3.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida e SDS (SDS-PAGE) e “Western blots”

Aliguota (100 pg) de homogeneizado total (TH), fracdo de membrana (MF),
fragcdo de flagelo (FF) ou fragdo microsomal (Fm) foi solubilizada em tampéo de
amostra para eletroforese (Tris-HCI 125 mM, pH 6,8, glicerol 2%, SDS 0,2%, [-
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mercaptoetanol 2% e azul de bromofenol 0,1%) e aplicada em gel de poliacrilamida
10% e SDS 0,1% (SDS-PAGE 10%), segundo método descrito por Laemmli (1970),
usando o sistema Mini-Protean Ill Cell (Bio-Rad Laboratorios, S&o Paulo, Brasil).
Marcadores de peso molecular High-Range Rainbow Markers (12.000 — 225.000 Da,
GE Healthcare Life Sciences) foram também aplicados. As proteinas do gel foram
coradas por Coomassie blue ou eletrotransferidas para membranas de nitrocelulose

(Hybond-C Extra, Nitrocellulose, 45 um; Amersham Biosciences) a 100 V por 1 h.

ApoOs a etapa de bloqueio (PBS suplementado com caseina 1% e Tween 20
0,1%), as membranas foram incubadas neste mesmo tamp&o por 1 h com anticorpos
policlonais de camundongo anti-r-potDomB (MAIA et al., 2011; 1:400), anti-LbB1LJ
(1:200) ou anti-LbB2LJ (PORCINO et al., 2012; 1:200) durante 12 h. A membrana foi
lavada em PBS acrescido de Tween 20 0,1% (PBS-T; 6 lavagens de 5 min cada) e
em seguida com PBS sem Tween 20 (2 lavagens de 5 min cada). A incubagdo com
anticorpo secundario anti-lgG de camundongo acoplado a enzima peroxidase
(Sigma Aldrich, Brasil) foi realizada por 1 h 30 min na diluicdo 1:1.000, seguido de
lavagem com PBS-T por 7 vezes, e PBS na ultima lavagem. A revelacao foi
realizada por quimioluminescéncia utilizando o luminol como substrato (ECL Western
Blotting System; GE Healthcare, Brazil), e os sinais foram detectados em filmes de

raio-X (Hyperfilme ECL; GE Healthcare Life Sciences).

3.3.3 Imunolocalizagdo da NTPDasel de L. amazonensis por microscopia eletronica

Para analise ultraestrutural por microscopia eletrénica, os promastigotas de L.
amazonensis foram centrifugados (2500 rpm por 10 min) em sua fase logaritmica de
crescimento, lavados 3 vezes em PBS. Posteriormente foram fixados e incubados
por 1 h a 4 °C em tampédo cacodilato de sodio 100 mM, pH 7,2, contendo
paraformaldeido 4%, glutaraldeido 0,1% e &cido picrico 0,2%. Os parasitos foram
lavados no mesmo tampédo e posteriormente em PBS, sendo em seguida,
desidratados em concentracfes crescentes de metanol e incluidos em resina
Lowicryl K4M (Polysciences, Inc., PA, USA). ApoOs polimerizacdo sob luz ultra-
violeta, os blocos foram submetidos a corte ultrafino em microtomo, sendo os cortes

recolhidos em grades de niquel (300 mesh) que foram incubadas durante 30 min a



51

25 °C em PBS 100 mM, pH 8,0, acrescido de NH4Cl 50 mM. Os cortes ultrafinos
foram visualizados ao microscépio eletrbnico para verificar a integridade dos

protozoarios.

As grades devidamente selecionadas foram incubadas durante 10 min a
temperatura ambiente em PBS contendo albumina bovina 3% e Tween 20 0,2%, pH
8,0, e em seguida incubadas na presenca de soro imune anti-r-potDomB (1:200),
anti-LbB1LJ (1:100), anti-LbB2LJ (1:100) ou soro pré-imune diluido 1:100 ou 1:200
por 12 h. Apos incubacéo, as grades foram lavadas em PBS acrescido de Tween 20
0,2% e, finalmente, incubadas durante 60 min com anticorpos de cabra anti-
camundongos conjugados com particulas de ouro coloidal (10 nmol; Sigma
Chemical, EUA), na diluicdo 1:20. Os cortes foram contrastados com acetato de
uranila para a devida localizacdo dos imunocomplexos de ouro coloidal. Amostras
expostas apenas aos anticorpos secundarios ou ao soro pré-imune e anticorpos
secundarios, submetidos as mesmas condi¢cdes experimentais, foram usados como
controles negativos. As imagens foram analisadas em microscopio eletrénico de
transmissao Jeol 1011 da Plataforma de Microscopia Eletrénica Rudolf Barth do
Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ, Brasil, com a colaboragao da
Dra. Suzana Corte Real, do Laboratério de Biologia Estrutural, Instituto Oswaldo
Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ.



52



53



54



55



56

3.5 Avaliacdo da reatividade de anticorpos com o dominio B durante a

progresséao da infeccdo em camundongos infectados com L. amazonensis

3.5.1 Animais e protocolos de infec¢ao

Camundongos BALB/c fémeas de 6 a 8 semanas de idade foram obtidos do
Centro de Criacdo de Animais de Laboratério (CECAL, FIOCRUZ, Rio de Janeiro,
RJ) e mantidos em biotério experimental sob condi¢cdes controladas. Os animais
foram separados em dois grupos: (1) Controle, subcutaneamente inoculados com 50
ul de PBS no coxim plantar direito; (2) Infectados, inoculados subcutaneamente com
50 pl de PBS contendo 10° promastigotas de L. amazonensis no coxim plantar
direito. A cinética da lesédo foi monitorada nos camundongos infectados por meio da
medida do tamanho do edema aos 20, 40, 60, 90 e 120 dias apos infeccdo, com
auxilio de um paquimetro (Schnelltaster, H.C. Kroplin, GMBH, Hessen, Germany)
como previamente descrito (ABREU-SILVA et al., 2004). O tamanho das lesdes foi
expresso como a diferenca entre a espessura do edema da pata de cada
camundongo do grupo experimentalmente infectado e a do grupo controle. Os
resultados foram expressos como a média aritmética de oito animais, € 0 erro
padrdo da média foi calculado e estatisticamente comparado pelo teste de Tukey.
Amostras de sangue foram coletadas aos 12, 20, 40, 60, 90, e 120 dias apos a
infeccdo. Todos os experimentos foram conduzidos sob aprovacdo da Comissao de
Etica de Uso de Animais de Laboratério da FIOCRUZ (CEUA-FIOCRUZ; processo n°
L. 001/07; ver Anexo A).

3.5.2 Andlise de anticorpos por ELISA

Para os ensaios de ELISA foram utilizados, como antigenos, o dominio B
recombinante da apirase de batata (r-potDomB; item 3.1) ou 0s peptideos sintéticos
originados do dominio B conservado de L. braziliensis LbB1LJ e LbB2LJ obtidos por
sintese em fase sdlida (PORCINO et al., 2012). Aliquota (5 pg/poco) de r-potDomB,
LbB1LJ ou LbB2LJ solubilizada em tampao NaHCO3; 0,1 M, pH 9,6, foi incubada em
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placa de fundo chato contendo 96 pogos (Costar 3590; Corning Inc., Corning, NY,
USA) durante 12 h. Em seguida, foi realizada uma etapa de bloqueio com tampéao
fosfato (PBS), pH 7,2, acrescido de Tween-20 0,05% e caseina 1%. ApOs o
bloqueio, soros de animais saudaveis e experimentalmente infectados foram
testados diluidos 1:100, em duplicatas, em PBS suplementado com caseina 1%, e
incubados durante 12 h a 4 °C. A revelagdo dos anticorpos ligados ao antigeno
adsorvido na placa foi realizada com anticorpos especificos anti-lgG1 ou anti-lgG2a
de camundongo acoplado a peroxidase (Sigma Chemical Co., MO, USA), e dicloreto
de o-fenilenodiamina (OPD)/H,O, como substrato. A reagdo enzimatica foi
interrompida pela adicdo de &cido sulfurico 4 N, sendo a coloracdo resultante
quantificada a 492 nm em um leitor de microplacas (Molecular DevicesCorp., Menlo
Park, CA, USA). Os valores de densidade odtica (D.O.) considerados foram
calculados subtraindo os valores de D.O. obtidos de um “pool” de soros do grupo
controle, usado como branco. As andlises foram realizadas em trés diferentes
experimentos com uma variacdo inferior a 15% entre eles. Os dados foram
analisados usando o teste Kruskal-Wallis (GraphPad Prism Software, San Diego,

CA, USA). Valores de P < 0,05 foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 OBTENCAO DO POLIPEPTIDEO RECOMBINANTE r-potDomB

Utilizando protocolos padrédo de extracdo, fracionamento de proteinas por
eletroforese em gel de poliacrilamida e SDS (SDS-PAGE) e “Western blots” foi
observada maior expressédo do r-potbomB na fracdo soluvel (citosolica) da cultura
bacteriana. Os parametros mais adequados a expressao do r-potbomB no citosol
foram também avaliados por meio de variagbes na concentracdo e no tempo de

exposicao ao agente indutor (IPTG).

Para a realizacdo de uma eletroforese comparativa entre as diferentes
condicbes, uma aliquota retirada de cada cultura teve a sua densidade otica
mensurada (Tabela 1), e uma aliquota equivalente a D.O. 0,250 foi submetida a
eletroforese (Figura 1; SDS-PAGE 18%). Por predicdo, o polipeptideo recombinante
(MRGSHHHHHHEYFMATEPGLSSYAEDPKAAANSLEPLLDGAEGVVPQELQ) tem

massa molecular de 5.493 Da.

Tabela 1. Avaliacdo de cultura de E. coli BL21 (DE3) transformada com r-potDomB sob
distintas condi¢fes. Uma aliquota de 1 ml de cultura de E. coli foi obtida apds 0, 2, 4 e 6 h de cultivo
na auséncia (d) ou presenca de 0,5 mM ou 1 mM de IPTG. O crescimento da bactéria esta expresso
em densidade 6tica (600 nm).

1 Hdh LA (L1

oednpul-sod 19

1,041 0,930 0,954
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Apés o fracionamento de proteinas por eletroforese e coloragdo por
Coomassie blue, foi possivel observar que as aliquotas retiradas de culturas de E.
coli vazia, induzida ou ndo com IPTG, apresentaram perfil protéico similar (dados
ndo mostrados). Em E. coli transformada e na auséncia de IPTG (Tabela 1; 0 a 6 h),
usada como controle, foi visualizado baixo enriquecimento de polipeptideos na altura
de 5-6 kDa (dados ndo mostrados), provavelmente devido a expresséo inespecifica
induzida pela lactose existente no extrato de levedura usado na preparacdo do meio
de cultura.

Por outro lado, as culturas induzidas com IPTG (2a 6 h, 0,5 e 1 mM de IPTG)
apresentaram maior abundancia de peptideos em torno de 6 e 24 kDa, evidenciando
a possivel expressao do dominio B (Figura 1). O cultivo de E. coli por 2 h sob a
inducdo de 1 mM de IPTG foi a melhor condi¢cdo encontrada (Figura 1; 1 mM IPTG,
poco 2 h). Ap6s 4 ou 6 h de cultivo, e com a adicdo de 0,5 ou 1 mM de IPTG,
ocorreu diminuicdo da quantidade do polipeptidio de ~6 kDa e, aparentemente,
simultaneo aumento de bandas de ~24 kDa (Figura 1), sugerindo agregacao do
mesmo, uma ocorréncia in vivo ou durante o preparo das amostras para

eletroforese.

0,5 mM IPTG 1 mM IPTG
Zh 4h 6h _2h 4h _ Gh

Figura 1. Expressao do r-potbomB em E. coli BL21 (DE3) em condi¢cdes distintas. Uma aliquota
(D.O. 0,250) de cultura de E. coli (Tabela 1) foi solubilizada em tampé&o de amostra e submetida a
eletroforese (SDS-PAGE 18%) e coloracdo por Coomassie blue. As bandas de aproximadamente 6 e
24 kDa estao evidenciadas nas caixas pontilhadas.
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Para a purificacdo de r-potDomB, o “pellet” bacteriano obtido apds 2 h de
cultivo na presenca de 1 mM de IPTG foi lisado, e a formacao de corpos de inclusao
foi descartada, visto que o topo do “pellet” estava livre da tipica camada de
precipitado branco arenoso que € formada em sua presenca. A auséncia de
viscosidade, indicando completa degradagcédo de DNA, e o depdsito de residuo preto

no fundo do tubo apds centrifugacéo, foram indicadores do sucesso desta lise.

O sobrenadante, apés filtrado, foi aplicado em coluna de afinidade, e o
reagente de Bradford (BRADFORD, 1976) foi adicionado a uma aliquota de cada
fracdo coletada, seguido de leitura espectrofotométrica (595 nm), o que permitiu o
monitoramento do processo cromatogréfico (Figura 2). Apods eluicdo do
sobrenadante (fragbes 1 a 10), as proteinas de E. coli adsorvidas ou ligadas com
baixa afinidade a coluna foram também descartadas por lavagem com tampéao
contendo imidazol 20 mM (Figura 2; fracdes 11 a 50). ApoOs a aplicacdo de tampéao
contendo imidazol 500 mM, os polipeptideos de alta afinidade para os ions
bivalentes do niquel foram eluidos nas fracdes 53 e 54, e em menor quantidade nas

fracOes 55 a 60 (Figura 2).

14 1E1uido
E. coli
0,12 N . . ~ -
Tampao Ligacao Tampdo Eluicdo
0,1
g 0,08 V
10 r-potbomB
[}
o
o 0,06
o
0,04
0,02
-10 10 30 50 70 90 110 130
Fragéo (n)

Figura 2. Purificacdo de r-potDomB por cromatografia de afinidade. Apos aplicagdo de aliquota
de E. coli transformada com r-potDomB, a coluna His Trap HP Ni-Sepharose foi lavada com Tampéo
de Ligacao (fosfato de s6dio 20 mM, pH 7,8, suplementado com NaCl 500 mM e imidazol 20 mM) e,
em seguida, o polipeptideo r-potbomB foi eluido da coluna por meio do Tampéo de Eluigéo (fosfato
de sodio 20 mM, pH 6, suplementado com NaCl 500 mM e imidazol 500 mM). A eluicdo foi
monitorada pela adicdo de reagente de Bradford a uma aliquota de cada fracdo recuperada da
coluna, seguida de leitura espectrofotométrica (595 nm), e os dados estdo representados em
densidade otica (D.O.).
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Aliquotas (100 pg) de homogeneizado de E. coli ndo transformada, E. coli
transformada e induzida com IPTG expressando o polipeptideo recombinante r-
potDomB, e aliquotas de 1 pg de r-potDomB foram submetidas a SDS-PAGE 18%
seguida de coloragdo por Coomassie blue (Cb) e eletrotransferéncia das proteinas

para membranas de nitrocelulose (Figura 3, A e B).

A coloracdo por Coomassie blue (Figura 3 B, painel Cb) permitiu a
visualizacdo de maior quantidade de peptideos em torno de 6 kDa e 24 kDa na E.
coli transformada e induzida com IPTG (poco B) quando comparada com a bactéria
nao transformada (po¢co A), reproduzindo o resultado observado durante a
padronizacdo das condicbes 6timas para a expressao de r-potbomB (Figura 1,
painel 1 mM IPTG, poco 2 h).

(4)

82._
6,2

a b
A —

Figura 3. Expresséo e purificacdo de r-potDomB. (A) Aliquotas de r-potDomB (1 pg; pocos “a” e
“b") foram submetidas a eletroforese em SDS-PAGE 18% e eletrotransferéncia para membranas de
nitrocelulose. Os “Western blots” foram desenvolvidos com anticorpos anti-histidina diluidos 1:2000
(a) ou soro policlonal de coelho anti-apirase de batata diluido 1:2000 (b). Em (B), aliquotas (100 ug de
proteina total) de homogeneizado de E. coli ndo transformada (pocos A) ou expressando r-potDomB
(pocos B), e aliquotas de r-potbomB puro (5 ug; pogos C) foram submetidas a SDS-PAGE 18%
seguida de coloragdo por Coomassie blue (Cb) ou eletrotransferéncia das proteinas para membranas
de nitrocelulose. Os “Western blots” foram desenvolvidos com anticorpos anti-histidina diluidos 1:2000
(painel Anti-his) ou anti-apirase de batata diluidos 1:2000 (painel Anti-potApy). Os sinais foram
revelados por quimioluminescéncia. Marcadores de peso molecular de 2,5-17 kDa (A) ou 3,5-38 kDa
(B) foram também aplicados.
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A coloracdo por Coomassie blue (dados ndo mostrados) e o “Western blot” de
1 pg de r-potDomB usando anticorpos anti-histidina (pogo “a”) evidenciaram uma
Unica banda de aproximadamente 6 kDa (Figura 3 A), identificando e confirmando a
pureza do recombinante. Adicionalmente, anticorpos policlonais de coelho anti-
apirase de batata (poco “b”) também foram reativos com r-potDomB, reafirmando

sua identidade.

Em vista da aparente agregacdo de polipeptideos percebida durante a
padronizacdo das condicbes oOtimas para expressdo de r-potDbomB (Figura 1),
aliquotas de 5 ug de r-potDomB puro foram também submetidas a SDS-PAGE 18%
e coloracdo por Coomassie blue. Foi possivel visualizar bandas de
aproximadamente 6, 12, 18 e 24 kDa (Figura 3 B; painel Cb; poco C). As bandas de
6 e 24 kDa, predominantes, foram reconhecidas por anticorpos anti-histidina (painel
Anti-His; poco C) ou anticorpos policlonais anti-apirase de batata (painel Anti-potApy;
poco C), sugerindo a habilidade do polipeptideo r-potDomB agregar-se in vivo ou
durante a preparacdo das amostras, formando dimero, trimero e tetramero (Figura
3).

Por meio de célculos de rendimento, foi verificado que é possivel a obtengéo
de 600 pg de r-potDomB puro a cada litro de cultura de E. coli BL21 (DE3).

4.2 CLONAGEM E ANALISES IN SILICO DA NTPDase 1 DE L. amazonensis

As sequéncias de nucleotideos das isoformas das NTPDases 1 de L. major e
L. infantum obtidas dos respectivos genomas, ja completamente descritos
(PEACOCK et al., 2007), foram referéncias para o desenho de oligonucleotideos
sintéticos, os quais foram usados como iniciadores para a clonagem do gene da
NTPDase 1 de L. amazonensis, a partir de seu DNA gendémico. Por meio de PCR
seguido de eletroforese em gel de agarose, foi possivel detectar a amplificacdo de 3
fragmentos contendo aproximadamente 2.000, 1.200 e 500 pb. Baseado na

extensdo génica das NTPDases 1 de L. major e L. infantum, o produto de 1.200 pb
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foi considerado como o possivel gene codificante da NTPDase de L. amazonensis,
enquanto aqueles de 2.000 e 500 pb, possivelmente resultados de amplificacao
inespecifica e/ou incompleta, foram descartados. O produto do PCR de interesse foi
eluido do gel de agarose e o fragmento puro foi submetido a nova eletroforese
(Figura 4 A).

Para amplificacéo in vivo da sequéncia génica de interesse, ela foi inserida ao
vetor de clonagem pCRII e, por eletroporacdo, em E. coli DH5a. Trés colonias
representativas de E. coli identificadas como positivas tiveram seu DNA plasmidial
extraido (pocos 1, 2 e 3), e submetido a digestdo por EcoRI e BamHI e eletroforese
em gel de agarose, resultando em 2 bandas de aproximadamente 4.000 e 1.200 pb,
esta Ultima referente ao fragmento esperado, confirmando a transformacédo da
bactéria (Figura 4 C). O DNA plasmidial de cada um dos clones (pocos 1, 2 e 3) nao
digerido, usado como controle, resultou em 2 bandas de alto peso molecular,
possivelmente resultado de diferentes graus de enovelamento do DNA (Figura 4 B).

(A) (B) (©)

1000 =

400 =—
300 =

200 =
100=

Figura 4. Amplificacdo e clonagem da NTPDase 1 de L. amazonensis. O DNA genfmico de L.
amazonensis foi usado como molde na amplificacdo por PCR com oligonucleotideos sintéticos,
desenhados a partir das sequéncias nucleotidicas das NTPDases de L. major e L. infantum. Um
fragmento de aproximadamente 1200 pb (A) foi purificado e inserido em vetor de clonagem e usado
para a transformacéo de E. coli. O DNA plasmidial de 3 clones positivos de E. coli (1, 2, 3) foi extraido
e submetido a eletroforese em gel de agarose antes (B) e apés a digestdo com EcoRI e BamHI (C).
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Os plasmideos oriundos dos trés clones positivos e 0s oligonucleotideos
sintéticos iniciadores foram usados para a amplificacdo e sequenciamento de
nucleotideos. Cada um dos clones resultou em uma sequéncia de 1.152 pb, as quais
tiveram 100% de identidade entre elas. A remoc¢ao dos nucleotideos usados como
iniciadores para a amplificacdo do fragmento de interesse resultou em uma
sequéncia de 1108 nucleotideos, denominada Amplificado_La, que é mostrada na

Figura 5.

>Anplificado_La

GCGAACGTCT ACGACATCGI AATCGACGCC GGIAGCACTG GCTCACGIGI GCATGIGITC 60
CAGTACGAGC GCAGCCGCAC CGGIGTCGTA CTTCTGAAAG AGCGCTTCAA ACGTATAGAG 120
CCGGGTCTGI CCTCTTTTGC CACCGACCCG GACGGCGCCA AGGAGTCCGCT TACGGEECTC 180
CTGCCCTTTG CTGATGAGGT GGTICCCAGAA AGCTACCAGA GGIGCACCTC CGTCATCCTC 240
AAGGCTACCG CCGECCTTCG GCTCCTACCT GAGTCCGACC AACAGGTGAT GCTGGACCCT 300
GCCCAGCAGG CACTCAACGC ATCTCCGITT CAGICTCGTG GCGCCTCCAT CATCTCTGGC 360
GCTCAAGAGG GCGTCTATGG GTGECTGACG GTGAACTACC TACTGGACAG GCTCGACACG 420
GATGITGCCA CCATCGCGAC CATCGATATG GGAGGTGCCT CGACACAGGT CGTCTTCGAG 480
ACGACGCCTA CGTCGGGAGA ATGGECTGCCC TTCAACTACG CCCACCAGCT GCGCATACTA 540
AAGCGCACCA TCTCCGIGTA CCAGCACAGC TACCTCGGECC TTGGGATGAA CGAGGCGAAA 600
AAGAAGCTGA TGACGITGIT CGCTGAAGCG AACGGGACGTI CGICTTTCCC GTGCTTCCCG 660
AGAGGGTATA CGAAACACCT GAACGACGTG AAACTTCGAA ACAATGACGC CACAGACTTT 720
GACGCGIGIG TAGGACTATT TCGCGAGCAT GTCATAACAA CGICGACCTG CAGGITTGAT 780
GCGTGIGECG CCCGTGECGTT GCCGCAGCCG CTGITTCCAT CAAGGCGGCA CCCCGTTTAC 840
GCCTTCTCCT ACTTTTATGA CCGACTCTAC CACTTCCACA AGGAGGEGGAG GCCAGICTAC 900
GICTCGITGT ACAAGGAGGT CGGGAAAGAG GTGIGCCACC GGGAATCTGC GAGIcaaEeCce 960
ACCACCCCTG AGGAAACGEC CTGCATGGAG CTGGCGTACC TGTACACCTT CTTGACAAAC 1020
GGCCTAGEEC TTGGTGACGA CACGGECCCTC ACGGTGCCCA ACCGCATCGC GGGTATGICA 1080
GICTCCTGGT CTCTTGGGTC CTCTCTCT

Figura 5. Sequéncia génica codificadora da NTPDase 1 de L. amazonensis. A clonagem da
NTPDase 1 resultou em uma sequéncia nucleotidica de 1108 pb, a qual foi chamada Amplificado_La.

Visando a confirmacao de sua identidade, esta sequéncia (Figura 5) foi usada
para buscas em bancos de dados do NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
Alta identidade (83-98%) foi

codificadoras das NTPDases 1 de L. mexicana, L. infantum, L. major, L. donovani e

encontrada com as sequéncias nucleotidicas

L. braziliensis (Figura 6).
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A sequéncia obtida foi entdo traduzida usando o “software Translate” do
ExXPASy (Bioinformatics Research Portal, http://web.expasy.org/cgi-
bin/translate/dna_aa), resultando em um proteina de 369 aminoéacidos (Figura 7,
NTPDaselLal). O alinhamento mudltiplo (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/)
desta sequéncia protéica e de isoformas de NTPDases de Leishmania spp.
existentes no banco de dados confirmou a alta identidade entre elas (80-98%) e a
presenca das 5 regibes conservadas (ACRs; “apyrase conserved regions”),
caracteristicas da familia das NTPDases (Figura 7; NTPDaseLal; ACRs 1 a 5).
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Figura 6. Sequéncias nucleotidicas de isoformas de NTPDases 1 de Leishmania spp. Resultado
da busca em banco de dados do NCBI usando a sequéncia génica amplificada do DNA de L.
amazonensis. NUmero de acesso no NCBI: L. mexicana, XM _003873478.1; L. infantum,
XM_001464304.1; L. major, XM _001681865.1; L. donovani, XM_003859480.1); L. braziliensis,
XM_001562128.1.

Adicionalmente, como mostrado na Figura 8A, o alinhamento entre a
NTPDase 1 de L. amazonensis (AFJ22627.1) e a apirase de batata (U58597.1)
mostrou o grau de conservacgao existente entre elas (31% de identidade e 46% de
similaridade). Dentre as regides de maior conservagao (A, C, E e F; 73-88% de
identidade e 81-100% de similaridade), estdo aquelas constituidas pelas regides

conservadas caracteristicas das NTPDases. As regides B, D e G foram também
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identificadas como regides de alta homologia (53% de identidade e 64% de

similaridade).
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Figura 7. Alinhamento de NTPDases 1 de Leishmania spp. Alinhamento da isoforma NTPDase 1
obtida pela amplificagdo do DNA genbmico de L. amazonensis mostrada neste trabalho
(NTPDaseLal) ou por seqiienciamento de seu cDNA (NTPDaselLa2) com isoformas de NTPDases de
distintas espécies de Leishmania. As regides conservadas da familia das NTPDases (ACR1 a ACR5)
sdo evidenciadas pelas barras e colunas azul, e o dominio B pela barra e coluna lilas. Na porgdo C-
terminal, em negrito e vermelho, esta um sitio passivel de modificagdo pds-traducional (sumoilagao).
Os numeros para acesso no NCBI sdo: L. amazonensis, NTPDaselLal, AFJ22627.1; NTPDaselLaz2,
AFJ75402.2; L. mexicana, NTPDaseLmx, XM _003873478.1; L. infantum, NTPDaseLi, CAM66723.1;
L. major, NTPDaseLmj, CAJ03227.1; L. braziliensis, NTPDaseLb, CAM42020.1. +, similaridade;

*,identidade.
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Por predicdo, estas regidoes da NTPDase do parasito, de alta identidade com
a apirase de batata, foram identificadas como aptas a ligarem moléculas HLA
(http://www.imtech.res.infraghava/propred/index.html; http://www.imtech.res.in/
raghava/propredl/index.html; SINGH e RAGHAVA, 2001, 2003) e anticorpos com
alto escore (http://www.imtech.res.in/raghava/ abcpred/; SAHA e RAGHAVA, 2006;
Figura 8 B).

A regido B (Figura 8 A), correspondente ao dominio B da NTPDase 1 de L.
amazonensis e da apirase de batata, apresenta alta probabilidade de se ligar a
anticorpos (> 0,8) e ao complexo de histocompatibilidade principal (MHCI e MHCII,
87% e 59%, respectivamente).

ApOs o alinhamento destas proteinas, a sequéncia de aminoacidos do
dominio B foi editada manualmente. E interessante notar que o dominio B da
NTPDase de L. amazonensis (r82-121) tem alta homologia (53% de identidade e
60% de similaridade em 40 amino&cidos) com o dominio B da apirase de batata
(r78-117) (Figura 9 A) e, de acordo com a predicdo da estrutura tridimensional da
proteina do parasito, € uma sequéncia em hélice e exposta, disponibilizando seus
epitopos para a ligacdo com anticorpos (Figura 9 C). Alto grau de homologia foi
também observado entre os dominios B das NTPDases de L. amazonensis e L.
braziliensis (80% de identidade e 90% de similaridade em 40 aminoacidos) ou L.

infantum (Figura 9 B; 90% de identidade e 98% de similaridade em 40 aminoé&cidos).

Como indicado pelas linhas pretas (Figura 9 B), os peptideos sintéticos
LbB1LJ (r82-103; 86% de identidade e 91% de similaridade em 22 amino&cidos) e
LbB2LJ (r102-121; 70% de identidade e 80% de similaridade em 20 aminoéacidos)
abrangem o dominio B conservado (r82-121) da NTPDase 1 de L. braziliensis com
sobreposicdo de dois aminoacidos no C-terminal do LbB1LJ e no N-terminal do
LbB2LJ, compartilhando alta identidade com a regido correspondente na NTPDase 1

de L. amazonensis.
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(A) Reg A

NTPDaseLa ( 1) -------mccccmccccc e r e cmcee e m s ANVYDI VI 205 TGSRVHVEQYERSRTG
pot Apy (1) MNQNSHFI FI I LAl FLVLPLSLLSKNVNAQ PLRRHLLSHESEHYAVI FLiss 2 TGSRVHVFRFDEKL GL

Reg B Reg C

NTPDaseLa ( 29) WLLK- - ERFRR EFGL S3FAT DPGARESL TGL L RFAUEV VFES 1WRCTSVI LRAT AL L P- ESDQQ
pot Apy ( 71) LPI GNNI EYFMATEPGL SSYAEDPKAAANSL EPL L DGAEGVVPQEL QSETPLEL GAT &5 L.EM.KGDAAEK

Reg D Reg E
NTPDaseLa ( 96) VM.DAAQQALNASPFQBRG - ASy i Siiliisy v 1 ViK1 LL DL OTD- VATI AT LG T ANVFETT
pot Apy (141) 1 LQAVRNLVKNQSTFHSKDQW/TI LEETOEESYMAAAL NYLLGNLGKDYKSTTATI DL GESS VOMAYAL S
Reg F

NTPDaseLa (163) PTSGEW.PFN - - - - YAHQLRI LKRTI SVY(UrsYL GLGVNEAKKKL MTLFAEANGT SSFPCFPRGYTKHL
pot Apy (211) NEQFAKAPQNEDGEPYVQQKHL MSKDYNL YVHSYLNYGQLAGRAEI FKASRNESNPCAL EGCDGYYSYGG

NTPDaseLa (228) NDVKLRN- NDATDFDACVGLFREHVI TTSTCRFDACGARGVPQPLFPSRRHPVYAFSYFYDR- - - - - LYH
pot Apy (281) VDYKVKAPKKGSSWKRCRRL TRHALKI NAKCNI EECTFNGVWNGGGGDGKNI HASSFFYDI GAQVG VD
Reg G

NTPDaseLa (292) FHKEGRPVYVSLYKEVGKEVCHRESASRATTPEET- - - - - - - ACVELAYL YSEL T NGL G GODTALTVPN
pot Apy (351) TKFPSALAKPI QYLNAAKVACQTNVADI KSI FPKTQDRNI PYLCVDLI YEYTLLVDGFGLNPHKEI TVI H

ACR5

NTPDaseLa (354) RIAG --- MBVSH o LESSL == - < === - === 369
pot Apy (421) DVQYKNYLVGAA#FLECAI DLVSSTTNKI RVASS 454

(B)

| A~ | 8 | c | o | E | F | &

>08  >08 0,55 >07  >07 <05 0,64
MHCI 20047 4147 3347 4447 0/47 7147 42/47
MHCII 12/51  30/51  24/51  20/51  1/51 1/51 21/51

Figura 8. Analise das regifes conservadas entre a apirase de batata e a NTPDase 1 de L.
amazonensis. (A) Alinhamento entre a sequéncia primaria da apirase de S. tuberosum (U58597.1) e
da NTPDase 1 de L. amazonensis (AFJ22627.1). As regides conservadas da familia das NTPDases
(ACR1 a ACR5) séo evidenciadas pelas caixas azuis, e o0 dominio B pela barra verde (Reg B). Outros
dominios com alta identidade e similaridade estdo destacados em vermelho. (B) PredigGes de
epitopos ligadores de células B, MHCI e MHCII presentes em dominios conservados entre a proteina
vegetal e a NTPDase do parasito.
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A Organismo potDomB
5. tube roxum apyrase Ty T PEEDG
L.amaronensis NTPDase1 ® I E s
B

L.amaronensix NTPDase 1

L. inGatum NTPDase 1
L. brazitensiz NTPDase 1

LbB1LJ LbB2LJ

Figura 9. Estudo estrutural da NTPDase 1 de L. amazonensis. Alinhamento da estrutura primaria
do dominio B (A) da apirase de batata e sua regido correspondente em L. amazonensis e (B) da
NTPDase 1 de L. amazonensis e suas regifes correspondentes nas NTPDases de L. braziliensis e L.
infantum. Os residuos idénticos e similares estdo destacados em cinza. A sequéncia de aminoacidos
correspondente aos peptideos sintéticos LbB1LJ (r-82-103) e LbB2LJ (r-102-121) estao indicadas por
linhas pretas. Em (C), predicdo da estrutura tridimensional da NTPDase 1 de L. amazonensis, com
evidéncias de seu N-terminal (vermelho), o qual contém o sitio de sumoilacédo; C-terminal (verde) e de
seu dominio B (azul) (Emidio NB; arquivo do Laboratério de Estudo de Estrutura e Funcdo de
Proteinas). NUmero de acesso das sequencias no NCBI: Solanum tuberosum, P80595; L.
amazonensis, AFJ22627.1; L. infantum XP_001464341.1; L. braziliensis, XP_001562178.1.
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4.3 IDENTIFICACAO E LOCALIZACAO SUBCELULAR DA NTPDase 1 DE L.
amazonensis

Aliquotas de homogeneizado total (TH) ou fragdes de membrana (MF), flagelo
(FF) e microsomal (Fm) de promastigotas de L. amazonensis foram submetidas a
eletroforese em SDS-PAGE 10% e coradas por Coomassie blue. Como mostrado na
Figura 10 (Cb), diferentes perfis foram identificados entre as amostras, com ampla
distribuicdo de polipeptideos (20 a 76 kDa) em TH ou Fm, bandas majoritarias de 40
a 70 kDa na fracdo MF e de aproximadamente 40 kDa na fracdo FF, sendo alguns

dos polipeptideos compartilhados entre as 3 fracdes.

Por “Western blots”, o soro imune produzido contra r-potDomB, derivado do
dominio B da apirase de batata, reconheceu as mesmas bandas difusas de
aproximadamente 58-63 kDa na preparacdo total de promastigotas (TH), e nas
fracbes de membrana (MF), microsomal (Fm) e flagelo (FF), sendo que nesta ultima

a intensidade foi menor (Figura 10, Wb-r-potDom B).

O soro imune produzido contra LbB1LJ (Wb-LbB1LJ) ou LbB2LJ (Wb-
LbB2LJ), os peptideos derivados do dominio B da NTPDase 1 de Leishmania,
reagiram com as mesmas bandas difusas de 58 a 63 kDa em “Western blots” de TH,
MF, FF ou Fm (Figura 10), sugerindo enriquecimento destas proteinas na fracéo
microsomal (Fm) como observado pela maior reatividade dos anticorpos anti-LbB1LJ
(Figura 10; Wb-LbB1LJ). O soro imune policlonal anti-LbB2LJ reconheceu uma
banda adicional de aproximadamente 48 kDa em todas as amostras de
promastigotas (Figura 10; Wb-LbB2LJ; TH, MF, FF e Fm), possivelmente em menor
quantidade do que aquelas de 58-63 kDa nestas preparacdes. Esta banda de 48
kDa foi também reconhecida pelo soro imune anti-LbB1LJ na fragdo microsomal
(Figura 10; Wb-LbB1LJ, Fm), sugerindo novamente enriquecimento da proteina

nesta amostra.

A intensidade de reatividade diferente detectada entre cada fracdo de
promastigotas (MF, FF ou Fm) e os anticorpos anti-r-potbom B (Wb-r-potDomB),
anti-LbB1LJ (Wb-LbB1LJ) ou anti-LbB2LJ (Wb-LbB2LJ) possivelmente esta
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relacionada com a afinidade e sensibilidade de cada soro imune para 0s epitopos
expostos no dominio B (Figura 9 C) da proteina. Comparagédo com preparacao total
de promastigotas (Cb, HT) mostrou que as bandas de 48 kDa ou aquelas bandas
difusas de 58-63 kDa detectadas por “Western blots” (Wb) ndo sdo as principais

proteinas nas amostras fracionadas (Figura 10; Cb; MF, FF e Fm).

Cb Whb-r-potDomB Wb-LbB1LJ Whb-LbB2LJ

TH MF FF Fm TH WMF FF Fm TH MF FF Fm TH MF FF Fm

. L

-

Figura 10. Identificacdo da NTPDase 1 em promastigotas de L. amazonensis. Aliquotas (100 ug
de proteinas) de homogeneizado total de promastigotas (TH), e frac6es de membrana (MF), flagelo
(FF) e microssomal (Fm) de L. amazonensis foram submetidas ao fracionamento por SDS-PAGE
10%, e as proteinas foram coradas por Coomassie blue (Cb) ou eletrotransferidas para membranas
de nitrocelulose. Para o “Western blot”, foi utilizado o soro imune anti-r-potbomB (Wb-r-potDomB;
diluido 1:400), anti-LbB1LJ (Wb-LbB1LJ; diluido 1:200), ou anti-LbB2LJ (Wb-LbB2LJ; diluido 1:200).
As membranas foram reveladas por quimioluminescéncia.

A ampla distribuicio da NTPDase 1 de L. amazonensis nas fracdes
investigadas instigou a realizacdo de localizacdo mais acurada desta enzima por
meio de técnicas de imunocitoquimica e andlise por microscopia eletrbnica de
transmissao. Inicialmente foram usados os anticorpos policlonais anti-r-potDomB
(Figura 11), os quais identificaram esta proteina na superficie da membrana
plasmatica (A e C; setas); dispersa no nucleo (B e D; cabecas de seta), estando
principalmente em regides de cromatina densa; na mitocondria (A, C e D; cabecas

de seta), onde foi encontrada também associada com o cinetoplasto; na bolsa
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flagelar e no flagelo (A, C e D), sendo também identificada dispersa no citoplasma e
associada a vesiculas citoplasmaticas (Figura 11).

Prova definitiva desta ampla localizacdo da NTPDase 1 foi obtida por meio de
ensaios imunocitoquimicos usando os soros imunes anti-LbB1LJ e anti-LbB2LJ
(Figura 12), os quais — especificamente - identificaram esta proteina na superficie da
membrana plasmatica (B-F), nucleo (C, D), mitocondria e cinetoplasto (A, B e F), na
bolsa flagelar e flagelo (A, B, E, F), e associada com vesiculas citoplasmaticas
(Figura 12).

Figura 11. Localizacdo da NTPDase 1 em promastigotas de L. amazonensis por
imunocitoquimica e microscopia eletrénica usando soro imune policlonal anti-r-potDomB e
anticorpo secundario conjugado a particulas de ouro coloidal. Os imunocomplexos estao
distribuidos na superficie da membrana plasmatica (A e C, setas), nucleo (B e D; cabega de seta),
mitocndria e cinetoplasto (A, C e D; cabecgas de seta) e na bolsa flagelar e flagelo (A, C e D; setas).
Flagelo (F); bolsa flagelar (FP); cinetoplasto (K) e nacleo (N).
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Figura 12. Localizacdo da NTPDase 1 em promastigotas de L. amazonensis por
imunocitoquimica e microscopia eletrénica usando soros imune anti-LbB1LJ (A, C, E), anti-
LbB2LJ (B, D, F) e anticorpo secundario conjugado a particulas de ouro coloidal. Os imunocomplexos
estdo distribuidos pela superficie da membrana plasmatica (B-F, setas), nucleo (C, D; cabeca de
seta), mitocdndria e cinetoplasto (A, B, F; cabecas de seta) e na bolsa flagelar e flagelo (A, B, E, F;
setas grandes). Flagelo (F); bolsa flagelar (FP); cinetoplasto (K) e ntcleo (N).
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4.5 O DOMINIO B DA NTPDase 1 DE L. amazonensis ESTA ASSOCIADO A
PROGRESSAO DA LEISHMANIOSE

Visando avancar nos estudos sobre a interferéncia do dominio B de
NTPDases na resposta imune do hospedeiro, a progressao da doenca em
camundongos susceptiveis BALB/c infectados com L. amazonensis foi monitorada
durante um periodo de 120 dias. O tempo de curso de aparecimento de anticorpos
IgG1l e IgG2a especificos reativos com r-potDomB, LbB1LJ ou LbB2LJ, durante a
progresséo, foi também avaliado. Como mostrado na Figura 16, a cinética da leséo
dos camundongos mostrou um crescimento nodular progressivo aos 20, 40, 60, 90 e

120 dias ap0s a infeccao.
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Figura 16. Cinética do edema formado no coxim-plantar de camundongos BALB/c infectados
com 10° promastigotas de L. amazonensis. O aumento progressivo das lesdes foi analisado pelo
teste de comparacdo multipla Tukey, e os valores P < 0,05 foram considerados significativos.

Baixa reatividade de anticorpos IgG1l com r-potDomB (A), LbB1LJ (C) e
LbB2LJ (E) foi observada aos 20, 40 e 60 dias apds a infeccdo com valores
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permanecendo similares aos encontrados aos 12 dias (Figura 17). Aos 90 dias, a
reatividade de anticorpos IgG1l contra cada antigeno aumentou significativamente,
de 18 a 24 vezes, quando comparada ao 12° dia, permanecendo elevada mesmo

aos 120 dias apos a infeccado (Figura 17; A, C, E).

Por outro lado, reatividade significativa de anticorpos IgG2a com r-potDomB
foi observada aos 40 dias, cerca de 4 vezes maior do que aquelas encontradas no
inicio da infeccdo, no 12° ou 20° dia (Figura 15B). Aos 60 e 90 dias pos-infeccao, a
reatividade de anticorpos IgG2a com o r-potDomB diminuiu, permanecendo

levemente aumentada quando comparada ao 12° ou 20° dia (Figura 17 B).

Uma alta e significativa reatividade de anticorpos lgG2a com LbB1LJ foi
evidenciada apos 40 ou 60 dias de infeccédo, cerca de 3 a 9 vezes maior do que
aguelas encontradas nos estagios iniciais, no 12° ou 20° dia (Figura 17 D), enquanto

com LbB2LJ foi de 2 a 5 vezes maiores no 40° ou 90° dia da infec¢ao (Figura 17 E).
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Figura 17. Reatividade de anticorpos com r-potbomB, LbB1LJ ou LbB2LJ durante a
progressédo da doenca em camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis. A reatividade
de anticorpos IgG1 (A, C, E) ou IgG2a (B, D, F) foi quantificada por ELISA usando r-potbomB (A, B),
LbB1LJ (C, D) ou LbB2LJ (E, F) como antigeno e amostras de soros (1:100) de camundongos
BALB/c infectados obtidas apds 12, 20, 40, 60 e 120 dias de infeccdo. Os dados foram analisados
estatisticamente usando o teste de Kruskal-Wallis (GraphPadPrism Software, USA). Valores de P <

0,05 foram considerados significativos.
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5 DISCUSSAO

5.1 O POLIPEPTIDEO RECOMBINANTE r-potDomB: UMA NOVA FERRAMENTA
PARA O ESTUDO DE NTPDases

Estudos prévios demonstraram elevado nivel de imunoreatividade cruzada
entre a apirase de batata e soros de pacientes com esquistossomose ou
leishmaniose tegumentar ou soros de camundongos experimentalmente infectados
com S. mansoni ou L. amazonensis, sugerindo o compartilhamento de epitopos e a
antigenicidade das NTPDases destes parasitos (VASCONCELOS et al.,, 1996;
FARIA-PINTO et al., 2004; 2006; 2008; 2010a,b; COIMBRA et al., 2008;
VASCONCELOS et al., 2009; REZENDE-SOARES et al., 2010). Analises in silico
permitiram indicar o dominio B da estrutura primaria da apirase de batata, uma
regido extensa com 40 aminoacidos, como de alta identidade com o dominio B de
NTPDases de parasitos, sugerindo a conservacao desta regidao especifica durante a
evolucdo e o seu possivel envolvimento na imunomodulacédo da resposta imune do
hospedeiro (FARIA-PINTO et al., 2008; VASCONCELOS et al., 2009).

Tendo como base estas observagles, foi idealizado o recombinante r-
potDomB composto pela fusdo de hexa-histidina com o dominio B da apirase de
batata. Como demonstrado nesta Tese, este recombinante foi obtido com alto grau
de pureza por expressdo heter6loga em E. coli seguida de purificacao
cromatografica. A reatividade desta nova biomolécula com anticorpos anti-apirase de
batata produzidos em coelho permitiram, pela primeira vez, a identificacdo deste
dominio protéico de 40 aminoacidos como rico em epitopos para células B do
sistema imune de mamifero (ver ANEXO C: MAIA et al., 2011), e a suposi¢ao de ser
ele o principal motivo antigénico responsavel pelas imunoreatividades cruzadas

previamente reportadas.
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Novas analises in silico foram efetuadas usando o dominio B, e foi verificado
gue ele esta presente em NTPDases de diversos parasitos e, também, em outros
organismos patogénicos de diferentes linhagens filogenéticas, sugerindo novamente
a sua conservacao evolutiva e a possivel funcdo imunomoduladora. A antigenicidade
deste recombinante foi comprovada por sua habilidade de induzir a producéo de
altos niveis de anticorpos IgGl e IgG2a quando usado para a imunizacdo de
camundongos. Além disso, estes anticorpos foram aptos para imunoprecipitar e inibir
as NTPDases de S. mansoni e L. braziliensis, sugerindo que esta regido esta
diretamente envolvida no ciclo catalitico da enzima. O recombinante r-potDomB e o0s
anticorpos produzidos contra ele foram entdo apresentados como novas ferramentas
para o estudo funcional do dominio B de isoformas de NTPDases de parasitos, e
para a avaliacdo do envolvimento desta regido com a resposta imune nas

respectivas doencas parasitarias (MAIA et al., 2011).

Os testes efetuados com o recombinante r-potDomB, cuja obtencédo foi aqui
descrita, e com peptideos sintéticos derivados dos dominios B de NTPDases de L.
braziliensis e de S. mansoni, e com 0s anticorpos produzidos contra estas
biomoléculas, foram ampliados. Estas novas biomoléculas foram usadas em
técnicas de ELISA para demonstracdo da antigenicidade do dominio B; os
anticorpos produzidos contra elas foram usados em experimentos de
imunoprecipitacdo e inibicdo de atividade enzimatica, inibicdo de proliferacdo de
parasitos, e para o isolamento da NTPDase 1 de homogeneizados de parasitos e
confirmacdo de sua identidade. O conjunto de resultados obtidos deu suporte as
hipoteses de antigenicidade, conservacdo e da funcionalidade do dominio B das
NTPDases de S. mansoni, L. braziliensis e L. infantum, também resultando em
publicacdes (ver ANEXO G: MENDES et al., 2011; PORCINO et al., 2012; MAIA et
al., 2013).

O recombinante r-potDomB e os anticorpos produzidos contra ele, usados
nesta Tese para estudos especificos da NTPDase 1 de L. amazonensis, poderao ser
também empregados em protocolos terapéuticos e/ou de vacinagdo contra a
leishmaniose como serd posteriormente discutido. E interessante ressaltar que a
producdo de r-potDomB em larga escala induz a formagdo de agregados,
visualizados ap0s eletroforese em gel de poliacrilamida, coloragdo por Coomassie
blue e por “Western blots” usando anticorpos anti-histidina, técnicas que permitiram



103

a identificacdo do polipeptideo de aproximadamente 6 kDa e, também, de 12, 18 e
24 kDa, sugerindo oligomerizacdo. Esta agregacdo, condicionada aos tipos de
ligacbes intermoleculares ocorridas entre os mondmeros, pode alterar a
biodisponibilidade ou estabilidade da biomolécula, aumentando ou reduzindo o seu
potencial terapéutico, bem como a resposta imune, como tem sido relatado na
literatura (FOWLER et al., 2005; ROSENBERG, 2006; MAGGIO, 2010; TAN,
SHANG e DANISHEFSKY et al, 2011). Estas observacbes ampliaram as
possibilidades de novos estudos bioquimicos e imunolégicos, visando estabelecer
métodos apropriados de estabilizacdo de mondmeros e/ou agregados, 0 que ja esta

em desenvolvimento em nosso laboratério.

5.2 A NTPDase 1 DE L. amazonensis E ALTAMENTE CONSERVADA ENTRE AS
DIFERENTES ESPECIES DE LEISHMANIA, E SEU DOMINIO B E DE ALTA
IDENTIDADE COM SUA CONTRAPARTE DA APIRASE DE BATATA

Os genomas de L. braziliensis (ATPDase 1, XP_001562178), L. major
NDPase, CAJ03227.1) e L. infantum (ATPDase, AM66723.1) foram finalizados no
ano de 2007 (PEACOCK et al., 2007), e as anotacOes sobre outras espécies em
bancos de dados do NCBI foram também iniciadas, tais como de L. mexicana
(NDPase, CBZ25018.1; ROGERS et al., 2011) e L. donovani (ATPDase,
CBZz32820.1; DOWNING et al., 2011). A NTPDase 1 foi anotada como uma proteina
hipotética em cada uma delas, apresentando alto nivel de conservacéo (> 80% de

identidade) entre as diversas espécies de Leishmania.

Dessa maneira, usando como parametros as sequéncias primarias das
NTPDases ja anotadas nos respectivos genomas, foi realizada a clonagem do gene
da NTPDase 1 de L. amazonensis, como relatado nesta Tese. As analises in silico
permitiram observar o alto nivel de conservacédo (83-98% de identidade) entre as
sequéncias nucleotidicas codificadoras das NTPDases de L. mexicana, L. infantum,

L. major, L. donovani e L. braziliensis.
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A sequéncia da NTPDase 1 de L. amazonensis obtida neste trabalho, até
entdo inexistente, foi anotada por nés no banco de dados do NCBI (ANEXO B:
0i|386762715|gb|JQ623507.1). Posteriormente, a sequéncia do cDNA completo da
NTPDase 1 de L. amazonensis (0i]400381332|gb|JQ697233.2];
ATPDaselLa425aa_AFJ75402.2) foi também anotada por outro grupo de pesquisa,
corroborando a sequéncia por nés obtida.

Como aqui mostrado, o alinhamento das sequéncias primarias da NTPDase 1
de L. amazonensis e da apirase de batata mostrou 31% de identidade e 46% de
similaridade entre elas, e as estruturas tridimensionais preditas foram também de
elevada semelhanca. Particularmente, o dominio B da NTPDase 1 de L.
amazonensis (r82-121) e o dominio B da apirase de batata (r78-117) mostraram
elevada identidade (53%) e similaridade (60%) entre os 40 aminoacidos avaliados, e
ambos foram preditos como aptos para ligarem anticorpos (> 0,8) e moléculas do
complexo de histocompatibilidade principal (MHCI e MHCIl, 87% e 59%,
respectivamente). A identificacdo do gene da NTPDase 1 de L. amazonensis e 0s
estudos in silico efetuados corroboram a expressao desta proteina do parasito, cuja
caracterizacdo de atividade ATP difosfohidrolasica jA havia sido demonstrada em
preparacdo de membrana plasmatica de promastigotas (COIMBRA et al., 2002),
bem como a imunoreatividade cruzada entre uma isoforma nativa isolada desta

preparacao e a apirase de batata (COIMBRA et al., 2008).

Os resultados destas analises permitiram a inclusdo da NTPDase 1 de L.
amazonensis entre aquelas proteinas que tiveram o dominio B conservado durante a
evolugao, sendo compartilhado com isoformas de NTPDases de plantas e de outros
organismos de linhagens filogenéticas distintas (FARIA-PINTO et al., 2004, 2006,
2008; 2010a,b; COIMBRA et al., 2008; VASCONCELOS et al., 2009; REZENDE-
SOARES et al., 2010; MENDES et al., 2011; MAIA et al., 2011, 2013; PORCINO et
al., 2012), e foram motivo de nova publicacdo (DETONI et al., 2013).

Adicionalmente, a conservacao e elevada identidade entre os dominios B da
NTPDase 1 de L. amazonensis, apirase de batata e L. braziliensis, com visivel
compartilhamento de regides aptas a estimular os sistemas imunes humoral e
celular, indicaram o uso do recombinante r-potDomB e dos peptideos sintéticos

LbB1LJ e LbB2LJ, os quais abrangem o dominio B conservado (r82-121) da
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NTPDase 1 de L. braziliensis, como ferramentas moleculares nos estudos

subsequentes desta proteina de L. amazonensis.

53 A NTPDase 1 DE L. amazonensis E ECTO-LOCALIZADA E TEM
DISTRIBUIQAO SUBCELULAR UBiQUA

Usando os soros imunes anti-r-potDomB, anti-LbB1LJ e anti-LbB2LJ em
Western blots, a NTPDase 1 de L. amazonensis foi identificada nas fracées de
membrana, flagelo e microssomal de promastigotas de L. amazonensis, com massa
molecular de 48 e 63 kDa, sugerindo ampla distribuicdo subcelular desta proteina no
parasito. A identificacdo da NTPDase 1 por anticorpos produzidos contra o dominio
B da apirase de batata reforcaram a hipotese de que o dominio B conservado na
NTPDase 1 deste parasito € o maior responsavel pela imunoreatividade cruzada

detectada previamente com a proteina vegetal (COIMBRA et al., 2008).

E interessante observar que os soros imunes anti-LbB1LJ e anti-LbB2LJ, mais
especificos que o soro imune anti-r-potbomB, foram aptos a detectar uma banda
adicional de 48 kDa. A NTPDase 1 de L. amazonensis anotada por nés no banco de
dados do NCBI possui massa molecular predita de aproximadamente 48 kDa. Assim,
€ possivel que as bandas de 48 e 63 kDa sejam formas da mesma proteina sujeitas
ao processamento pos-traducional, as quais poderiam estar envolvidas em sua
funcao e/ou localizacdo subcelular (KAMATH, VASAVADA e SRIVASTAVA, 2011).

Prova definitiva desta ampla localizacdo da NTPDase 1 foi obtida por meio de
ensaios imunocitoguimicos e analises por microscopia eletrbnica de transmissao
usando 0s soros imunes anti-r-potbomB, anti-LbB1LJ e anti-LbB2LJ, os quais —
especificamente — identificaram esta proteina na superficie da membrana
plasmatica, nudcleo, mitocéndria e cinetoplasto, na bolsa flagelar e flagelo, e

associada com vesiculas citoplasmaticas.

A ampla distribuicdo da NTPDase 1, localizada com especificidade em
promastigotas de L. amazonensis, como mostrado neste trabalho por “Western blots”

de fragbes de promastigotas e por imunocitoquimica, é também corroborada pela
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ampla distribuicdo subcelular de sua proteina homologa em L. braziliensis
(REZENDE-SOARES et al.,, 2010; PORCINO et al.,, 2012). Recentemente, por
microscopia eletrbnica e usando um soro imune policlonal que reconhece
simultaneamente as duas isoformas de NTPDase de promastigotas de L. infantum,
elas foram descritas como ubiquitamente distribuidas no parasito (VASCONCELLOS
et al.,, 2014), similarmente ao também observado para a NTPDase 1 de T. cruzi
(MARIOTINI-MOURA et al. 2014), fortalecendo os nossos dados.

A ecto-localizagdo da NTPDase 1 de L. amazonensis sugere seu
envolvimento na degradacdo de nucleosideos di- e trifosfatados aos seus
respectivos nucleosideos monofosfatados, os quais seriam hidrolisados por 5’-
nucleotidases (CD73; EC 3.1.3.5) e recuperados por transportadores especificos
para 0 meio intracelular, recuperando purinas, jA que o0s tripanosomatideos nao
realizam a sintese de novo (COIMBRA et al., 2002, 2008; KING et al., 2006;
PINHEIRO et al.,, 2006). Uma atividade ecto-NTPDé&sica em amastigotas de L.
amazonensis foi associada as necessidades nutricionais do parasito (PINHEIRO et
al., 2006) e, em promastigotas, como um fator de viruléncia influenciando a resposta
inflamatoria do hospedeiro (DE SOUSA et al., 2011).

Enzimas envolvidas com a degradacdo de ATP e producdo de adenosina
podem estar associadas a viruléncia de parasitos do género Leishmania, no
desenvolvimento da lesdo e estabelecimento da infecgdo (MARQUES-DA-SILVA et
al., 2008; SANSOM et al., 2014). Em promastigotas de L. major a NTPDase 1 foi
identificada somente no Complexo de Golgi, e parece estar envolvida nas vias de
alongamento da cadeia de fosfoglicanos do lipofosfoglicano (LPG), o principal
componente do glicocalix da superficie de promastigotas envolvido em sua viruléncia
(SANSOM et al., 2014). A distribuicdo ubiqua da NTPDase 1 de L. amazonensis
sugere o envolvimento adicional desta enzima em variadas vias metabdlicas (DE
SOUZA, 2008; SILVERMAN et al., 2008; CUERVO et al., 2009; COSTA et al., 2011),
regulando os niveis de nucleotideos, e modulando o crescimento e as mudancas

morfologicas durante o ciclo de vida do parasito.

E importante ressaltar que a localizagéo das isoformas de NTPDases 1 de

parasitos é de fundamental importancia para a indicacdo desta proteina como um
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alvo para a idealizacdo de novas estratégias terapéuticas contra as leishmanioses.
Este conjunto de dados ja foi publicado (ANEXO D: DETONI et al., 2013).
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5.5 O DOMINIO B DA NTPDase 1 DE L. amazonensis ESTA ASSOCIADO A
PROGRESSAO DA LEISHMANIOSE

No presente estudo, a alta reatividade de anticorpos de camundongos BALB/c
infectados com L. amazonensis com o polipeptideo recombinante r-potDomB ou com
0s peptideos sintéticos LbB1LJ e LbB2LJ confirmou a antigenicidade da NTPDase 1
deste parasito e, particularmente de seu dominio B, demonstrando ser ele rico em
epitopos para ceélulas B, sendo por isso um alvo para a resposta imune do

hospedeiro. Além disso, reforcou a hipotese de que esta regido em isoformas de
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NTPDases de organismos de linhagens filogenéticas distintas foi evolutivamente
conservada, e que tem importante papel interferindo no sistema imune do
hospedeiro (FARIA-PINTO et al., 2008; MAIA et al., 2011).

Da analise do tempo de curso de aparecimento de anticorpos IgG1 e 1gG2a
especificos e reativos em leishmaniose, novas peculiaridades podem ser apontadas
sobre o dominio B conservado. Como mostrado aqui, a reatividade de IgG1 com r-
potDomB, LbB1LJ ou LbB2LJ aumentou significativamente aos 90-120 dias apoés a
infeccdo, coincidindo com o estagio mais ativo da doenca. Por outro lado, epitopos
do dominio B conservado da NTPDase 1 de L. amazonensis sao também capazes
de induzir a producéo de IgG2a nos estagios iniciais da doenca, como demonstrado
pela maior reatividade deste isotipo com r-potDomB, LbB1LJ ou LbB2LJ aos 40 dias

apos a infeccao.

Em camundongos, o isotipo IgG1l esta associado com a patogenicidade, e 0s
isotipos 1gG2a e IgG2c estdo possivelmente associados aos mecanismos de
resisténcia (CHU et al., 2010). Em vista destas associacdes entre os subtipos de 1gG
e infeccdo, os resultados sugeriram que o dominio B conservado da NTPDase 1 de
L. amazonensis, e possivelmente de outras isoformas de NTPDase 1 de outras
espécies de Leishmania (FARIA-PINTO et al.,, 2008; REZENDE-SOARES et al.,
2010; VASCONCELOS et al., 2009; PORCINO et al., 2012; MAIA et al., 2011, 2013),
participa em diferentes respostas imunes, contribuindo tanto com a imunomodulacéo
da doenca quanto com os mecanismos que medeiam susceptibilidade ou resisténcia

a infeccao.

Estes resultados ja foram publicados (DETONI et al., 2013), e associados aos
dados da literatura estimularam a continuidade de nossos estudos. Recentemente
foi demonstrado que a pré-imunizacdo de camundongos BALB/c com uma proteina
recombinante derivada de uma isoforma antigénica de NTPDase de T. gondii
combinada com alumen estimulou respostas imunes humoral e celular, com
predominéancia de producao de IgG2a e IFN-y, induzindo protecao parcial contra uma
cepa virulenta de T. gondii (TAN et al., 2011), fornecendo subsidios promissores

sobre 0 uso de NTPDases em protocolos de imunizacgao.
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Além disso, fracbes microsomal e de flagelo de promastigotas de L.
amazonensis, obtidas como descrito nesta Tese, foram inoculadas em camundongos
Suicos previamente imunomodulados por inje¢cdes de BCG e tiveram significativa
habilidade protetora, reduzindo o edema de pata e a carga parasitaria em lesdes
(ZAVERUCHA DO VALLE et al.,, 2007). A NTPDase 1 do parasito pode ter
contribuido com estes resultados, motivando a realizacdo de protocolos de
imunizacdo visando determinar o potencial imunogénico do dominio B desta

proteina.
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6 CONCLUSOES

v" O r-potDomB, um recombinante derivado do dominio B da apirase de batata
(r78-117), foi obtido com alto grau de pureza apds expressao heterdloga em
E. coli, e a sua reatividade com anticorpos anti-apirase de batata confirmaram
a existéncia de epitopos indutores de resposta imune humoral em mamiferos.
Este recombinante e os anticorpos produzidos contra ele foram apresentados
como novas ferramentas para o estudo funcional do dominio B de isoformas

de NTPDases de parasitos;

v" A clonagem do gene da NTPDase 1 de L. amazonensis e as analises in silico
realizadas permitiram a inclusdo desta proteina entre aquelas que tiveram o
dominio B conservado durante a evolugdo, sendo compartilhado com
isoformas de NTPDases de plantas e de outros organismos de linhagens

filogenéticas distintas;

v A NTPDase 1 foi identificada como bandas de 48 e 63 kDa em fracdes de
membrana, flagelo e microsomal de promastigotas de L. amazonensis. Esta
ampla distribuicio da NTPDase 1 foi confirmada por imunocitoquimica
ultraestrutural e anticorpos anti-dominio B, que evidenciaram a proteina com
especificidade na membrana plasmatica, nacleo, mitocéndria e cinetoplasto,

bolsa flagelar e flagelo;

v' A reatividade entre r-potDomB, LbB1LJ ou LbB2LJ e anticorpos IgG2a de
camundongos BALB/c infectados com promastigotas foi observada aos 40
dias pos-infeccdo, revelando a antigenicidade do dominio B e a sua
habilidade de induzir a producdo deste subtipo nos estagios iniciais da
doenca. A reatividade de IgG1 foi significativamente maior aos 90-120 dias
pos-infeccdo, coincidindo com o estagio mais ativo da doenca, sugerindo
participacdo do dominio B da NTPDase 1 de L. amazonensis nos

mecanismos que medeiam susceptibilidade ou resisténcia a infec¢ao;
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A polypeptide (r78-117) belonging to the potato apyrase was identified as a conserved domain shared
with apyrase-like proteins from distinct pathogenic organisms, and was obtained as a 6xHis tag polypep-
tide (r-Domain B). By ELISA, high IgG, and IgG1 and IgG2a subtypes levels were detected in BALB/c mice
pre-inoculated with r-Domain B. In Schistosoma mansoni adult worm or Leishmania (V.) braziliensis pro-
mastigote preparation, anti-r-Domain B antibodies inhibit 22-72% of the phosphohydrolytic activities
and when immobilized on Protein A-Sepharose immunoprecipitate 42-91% of them. Western blots of
the immunoprecipitated resin-antibody-antigen complexes identified bands of mw similar to those
predicted for parasite proteins. Total IgG and subclasses of patients with leishmaniasis or schistosomia-
sis exhibited cross-immunoreactivity with r-Domain B. Therefore, the domain B within both S. mansoni
SmATPDase 2 (r156-195) and L. (V.) braziliensis NDPase (r83-122) are potentially involved in the host
immune response, and also seem to be conserved during host and parasites co-evolution.
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1. Introduction

ATP diphosphohydrolases (EC3.6.1.5), also named apyrase, NTP-
Dase, NTPase or NDPase, are ubiquitous enzymes that share several
common features, such as ability to hydrolyze nucleosides di- and
triphosphate to the corresponding nucleoside monophosphates
upon bivalent metal ion activation. They belong to the ATP diphos-
phohydrolase family, which shares five apyrase-conserved regions
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0145-305X/$ - see front matter © 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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(ACR1-ACR5) that are involved in the catalytic cycle (Handa and
Guidotti, 1996; Kettlun et al., 2005; Robson et al., 2006; Sansom
et al., 2008b; Vasconcelos et al., 1996, 2009).

Eight different genes encoding members of the mammalian
NTPDase family were described, and specific isoforms are involved
in the modulation of signals mediated by cell-surface purinergic
receptors (Gendron et al., 2002; Robson et al., 2006). In plants,
studies concerning the physiological role suggested that apyrase
activity is involved in the regulation of the synthesis of cell wall
proteins, sucrose and starch biosynthesis and/or nodulation sig-
nals produced by rhizobial infection (Day et al., 2000; Kettlun
et al,, 2005). In pathogenic agents such as Schistosoma mansoni,
Toxoplasma gondii, Leishmania amazonensis, Leishmania brazilien-
sis, Trypanosoma cruzi, Trichomonas vaginalis, Trichomonas gallinae,
Taenia crassiceps cysticerci and Legionella pneumophila, the ATP
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diphosphohydrolase activity has been associated with the purine
recuperation and/or as a protective mechanism against the host
organism under conditions that involve ATP or ADP, such as
immune responses and platelet activation (Bermudes et al., 1994;
Borges et al., 2008; Coimbra et al., 2002; Faria-Pinto et al., 2004;
Fietto et al.,, 2004; Guevara-Flores et al., 2008; Rezende-Soares
et al.,, 2010; Sansom et al., 2008a; Tasca et al., 2004; Vasconcelos
et al.,, 1993, 1996, 2009). These proteins have been suggested as
possible targets for the treatment of several diseases (Burnstock
and Verkhratsky, 2009; Gendron et al., 2002; Penido et al., 2007,
Sansom et al., 2008b; Vasconcelos et al., 2009).

The antigenicity of native parasite ATP diphosphohydrolase iso-
forms, recombinant protein or synthetic peptides belonging of
them have beenreported only in T. gondii, S. mansoni, L. amazonensis
and L. braziliensis (Asai et al., 1992; Coimbra et al., 2008; Faria-Pinto
etal.,2004; Johnson et al., 1999; Rezende-Soares et al.,2010). Cross-
immunoreactivity between immune sera against potato (Solanum
tuberosum) apyrase and native ATP diphosphohydrolase isoforms
isolated from S. mansoni egg and adult worm tegument, L. (L.) ama-
zonensis and L. (V.) braziliensis suggested that the vegetable and
parasite proteins share epitopes. In addition, total IgG antibody
from the serum of either S. mansoni or L. amazonensis-infected
mice, and patients with schistosomiasis or leishmaniasis recog-
nized potato apyrase in accordance with the existence of antigenic
domains within parasites ATP diphosphohydrolases, these epitopes
being shared with those from vegetable protein (Coimbra et al.,
2008; Faria-Pinto et al., 2004, 2006, 2008, 2010a,b; Rezende-Soares
et al., 2010; Vasconcelos et al., 1996). In previous work we show
domains of high identity between potato apyrase and either L.
braziliensis NDPase or S. mansoni SmATPDase 2 by alignment of
their primary amino acid sequences, phylogenetic analysis and
by hypothetical three-dimensional models, suggesting that these
conserved domains may be exposed and available for antibody
and human leukocyte antigen (HLA)-DR binding (Faria-Pinto et al.,
2008; Vasconcelos et al., 2009).

Now, in silico analysis of a specific domain shared between
potato apyrase and apyrase like-proteins of pathogenic organisms
from distinct phylogenetic lineages justified the obtaining of a
polypeptide belonging to this vegetable protein (r78-117) as a
6xHis tag polypeptide (r-Domain B). It was used in this work as a
molecular tool for identification of this conserved domain in homo-
logue proteins from S. mansoni and L. (V.) braziliensis, and for studies
of the immunological potential of the domain B of these parasite
proteins.

2. Material and methods
2.1. Insilico analysis

Comparison of 38 members of the ATP diphosphohydrolase
family, which includes mammals, helminthes and protozoan par-
asites, hematophagous arthropods, fungi and plant proteins, in
the Swiss-Prot database was carried out using Fasta3. Sequence
alignments were produced with T-Coffee (Notredame et al., 2000).
The domains B from these proteins were extracted and hand-
edited. The alignment of the amino acid sequence of the potato
apyrase, S. mansoni SmATPDase 2 and L. braziliensis NDPase,
appointing the apyrase conserved regions (ACRs) and domains B
from these proteins (A); the alignment of the domains B from
these proteins shown in detached mode (B) and modeled struc-
ture of isolated protein and its exposed domain B, constructed
in Swiss-Model Workspace and using Swiss-Pdb Viewer pro-
gram (http://swissmodel.expasy.org/workspace) (C) are shown in
Supplementary figure.

2.2. r-Domain B and antibody production

The recombinant Domain B (r-Domain B; molecular mass
5493 kDa) was generated by the fusion of a six-histidine-linked tag
at the N-terminal of the conserved domain (r78-117; Fig. 1) of the
potato apyrase (accession number U58597.1). The expression cas-
sette of the potato Domain B was synthesized by Epotech Biolabs
(Missouri City, USA) bearing T5 promoter and regulatory regions.
This plasmid was transferred to E. coli cells strain BL21 (DE3)
by electroporation. After expression induced by isopropyl-1-thio-
d-galactopyranoside (IPTG), r-Domain B was purified by affinity
chromatograph using HisTrap affinity columns (GE Healthcare Life
Sciences, Sdo Paulo, Brazil) according to the manufacturer’s instruc-
tions. The pure r-Domain B was evaluated by Western blots using
rabbit polyclonal anti-potato apyrase (Faria-Pinto et al., 2004) and
mouse anti-His antibody (GE Healthcare Life Sciences, Sdo Paulo,
Brazil). Assays were developed by chemiluminescence with the
specific secondary antibody coupled to horseradish peroxidase and
Luminol as substrate using the ECL Western Blotting System (GE
Healthcare Life Sciences, Sdo Paulo, Brazil) and exposed to X-ray
film following the manufacture’s instructions.

Polyclonal antiserum against r-Domain B was obtained from
seven-week-old BALB/c mice (n=5) that were inoculated by a peri-
toneal route with two injections of r-Domain B (10 pg); the first
injection was emulsified in Freund’s complete adjuvant and the
other injection was in Freund’s incomplete adjuvant and delivered
in 15-day interval. Pre-immune serum was used as Control. The
sera were stored at —20°C.

2.3. Patients

The serum samples of patients confirmed with schistosomiasis
(n=30; Faria-Pinto et al., 2010a), American cutaneous leishmania-
sis (n=30; Rezende-Soares et al., 2010) or Chagas disease (n=30;
Faria-Pinto et al., 2008) were selected of serum collections from
the Centro de Pesquisas Rene Rachou, Belo Horizonte, MG, Brazil,
and Universidade Federal de Alfenas, Alfenas, MG, Brazil. As a con-
trol, 27 selected sera from healthy individuals from non-endemic
areas for these diseases, and without any other parasitic disease
were also tested. The study protocols were approved by the Ethi-
cal Committee for Human Research under protocols CEPSH/CPgRR
06/2001 and 04/2005, and UNIFAL 141/2006.

2.4. Antibody analyses by enzyme-linked immunosorbent assays
(ELISA)

Aliquot of r-Domain B (10 pg/ml) in 0.1 M NaHCOs3, pH 9.6, was
absorbed overnight onto flat-bottomed microtiter plates (Costar
3590; Corning Inc., Corning, NY, USA). Following a blocking step
(0.15 M phosphate buffer solution, pH 7.2, plus 0.1% Tween-20 and
2.5% casein), sera diluted 1:200-1:6400, in duplicate, from BALB/c
mice (n=4) inoculated with potato apyrase (Faria-Pinto et al,,
2010b) or r-Domain B (n=5), and their respective pre-immune
sera, were incubated for 5 h at 4°C in this blocking buffer without
Tween-20. Sera diluted 1:100 (total IgG or IgG antibody subclasses)
from either healthy individuals (n=27) or from patients with ACL
(n=30), schistosomiasis mansoni (n=30) or Chagas disease (n=30)
were also tested in duplicate, and in 3 different experiments,
using the same experimental conditions. Antibodies bound to the
antigen-plate were detected using peroxidase-conjugated, isotype-
specific (Sigma, St. Louis, MO; PharMingen, San Diego, CA, USA),
and o-phenylenediamine dihydrochloride/H,0, as substrate. The
subsequent color reaction was read at 492 nm on a microplate
reader (Molecular Devices Corp., Menlo Park, CA). The results were
expressed in optical density+2 SD (standard deviation). Graph-
Pad Prism Software (version 4) was used for statistical analysis.
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>S. tubervsum apyrase ™EYFIRTEPGLS SYRED PKARRAN SLEPL LD GREGVVPQELQ - -
>D. biflorus apyrase *E LFVKT KPGLS AYAENPEE ARE SLVPLLEEREAVIPQELH &Nn(23/40) B0 ([32/40)
>G. soja apyrase *E LFVKTMPGLS AYAENPQD ARE SLIPLLEEREARVPQEFH S8 (24/40) I (29/40)
>P. satiwm apyrase %% L FEQL KPGLS AYAKNPKE ARE SLISLLDKAE SYVPRELR S08(24/40) I3 (30/40)
>M. truncatula apyrase 180 1 FEQL KPGLSAYAQKPOO ARE SL VSLLE KAEGIVPREL R 383(23/40) 7 (30/40)
parasites
>L. infanian NDPase SERFKRVEPGLS SFATDPDGAKE SLAGLLRFADKYVPQ SYQ 3m(22/10) &0 (24/40)
>L. majoz NDPase SERFKRAEPDLS SFATDLDGAKA SLEGLLRFADTIVPQ SYQ 37 (21/40) a7 (23/40)
>L. braziliensis NDPase **ERFKRI EPGLS SFATDQEGAK) SLAGLLRFREKAVPR SYQ 300[20/40) 37N (23740}
>S. mansoni SmATPDase 2 1580 KFHHVQPGLS SYAEKPEE ARL SLTKLINTAETSLPVDVC AT 2840} &3 (23/40)
>S. japonicum NP 57D NYHHI KPGLS SYAEKPEE ARS SLTKLINIRETSLPRGVC 431 (27/40) £0% (24/40)
>S. mansoni GDPase *PUVKKK SPGLS SFADKL SDIRDYI SALLDYAE SHIPRSSQ AN[A3/40) AW (2740}
>L. infantum GDPase °F ] FELNHKALS ELDNP VQD APE ALVEL FMKAKYF VPAEL H 308 (12/40) 308 (12/40)
>E. major GDPase E | FELNHKALSELENS V0D APE ALVEL FVKAKDF UPAEL H 8 [12/40) 308 (12740}
>EL. braziliensis GDPase g1 FELNYKALSELNNP QD APE ALVEL FAKAKNE VPAELH 308 (12/40) 308 (12/40)
>S. mansoni SmATPDase 1 1S\ FTNEKL SPGISIYI ND TIKAYD TLKPKLL KLTNSLTFEQK 2R [20/40)  3:([23/40)
>T. cruzi NTP 1 Ty KLE VENYEPL SGLANPND AVA SL SPLIEARKAY IPE SLH 23( 9M0) 34 (13/40)
>T. gondii NIPase 1 QMHEGAKKLMOL LEE DT VAT LDS QL NEKQKVOVKAL =2
>T. gondii NIPase 2 1480 Y VP QMHEG AKKLMOL LEE DTVAL LDS QL NEKQKVOVKAL s
>P. falciparum NDPase Ué7 ENAKVKKS ISTISYNEIKDIL IY LINKVIDHLI EKKIY Y =2
fungi
>C. necformans GDPase RETEMAVKPGLS AYARD PTAAAR SLDPLLE EAYRVUPE SLR £23(23/40) I (31740}
>A. Qarmatitidis GDPase 1687 EXRIGGAGLS SYREDPERAAAR SLDPLMELAL NS UPEEYQ AT[21/40) &M (26/40)
>P. brasiliensis GDPase 188 FRKIGGAGLS AYAND PERRAAK SLDPLME VAL KRUPKEYQ AR[10M40) &N (23740}
>M. canis GDPase 15T ERKEGGSGLS SYREDABGAAK SLDPLME VAMKT UPEEYR AR[IM0) 38 (23740}
hemat ophagous
>G. m. morsitans NIPDase 8 L FKERKPGLS SFADNPEKRAAL ST KLL LD EAKAF TPKEKV An8M0) 03 (28/40)
>A. gambiae NP 12p] FEQSKPGLSAFRGRPEE GAR STGKLLD LAKRVVPERKL ARQI0) &R (23/40)
>A. zegypti NDPase “’Emmmmnmmmnnnmmmm 35 (14/40) £5% (27/40)
>X. cheopis apyrase “EXENKTAPGLS SYADNPRKGATL ETYRL VR STNSFUPKHLK AR [16/40) 37T [23/40}
mammals
>N. sapiens NIPDase 6 1N TFKAL KPGLS AYADD VEK SAQ GI RELLD VAKQDIPFDEV A [2E/40) 60V (24740}
>N. sapiens NIPDase 5 “E VFD SVKPGLS AFVDO PR GRETVQGLLE VAKDS IPR SHVF AN [3M0) &N (23740}
>H. sapiens NIPDase 2 75 SCDVPGLGIS SYRDNP SGASQ SLVGC LEQAL QD VPKERH 3m[14/10) 0% [20/40)
>H. sapiens NIPDase 7 LS\ YKKT KPGIS AMADT PEHASDYLRPLL S FARAHVPVRKH 333(13/40) 308 (20/40)
>N. sapiens NIPDase 4 1D INIKT KPGISEFATS PEKVSDYI SPLLNFAREHUPRAKH 28 (22/40) 83| (21/40)
>N. sapiens NIPDase 8 L ACQVEGPGIS SYT SNARQ AGE SLOGCLEEAL VL IPEAQH 283 (21/40)  Am([28/40)
>H. sapiens NIPDase 3 *F KCSVKGSGIS SYGNNPQD VPRAF EECMIKVKGQ VP SHLH 25 (20/40)  A0% (26/40)
>H. sapiens NIPDase 1 EECRVKGPGISKFVQKVNE IGIYLTDCME RAREVIPR SQH 208 3/40) 33 (24/40)
green alga
>0. tauri apyrase 104)) EFE EX KPGLS AHAND PKAARD SLECLMKTAVES VPLADR 4n[18/40) 373 (23/40)
bacteria
>L. preumophila RIPDase 2 “TVNRKAVPGLS TIEHE NKS VS AYMEKLF S DAP AVLMP UYF 23 MO} 40K (16740}
>L. drancourtii MIPDase 1 QPAFASLETNQNT LDAYMATLFSGAPAQKMP UYF =z

Fig. 1. Primary structure alignment of the domain B of proteins from distinct organisms. The identical amino acid residues of potato apyrase are shown as grey columns.
GenBank accession numbers of the amino acid sequences are: S. tuberosum apyrase, P80595; Dolichos biflorus apyrase, AF156781; Glycine soja apyrase, AAG32959; Pisum
sativum apyrase, BAB85978; Medicago truncatula apyrase, AAO23007; L. infantum NDPase, CAM66723; L. major NDPase, CAJ03227; L. braziliensis NDPase, CAM42020; S. mansoni
SmATPDase2, DQ868522; S. japonicum NP, AAW26231; S. mansoni GDPase, CAZ35542.1; L. infantum GDPase, CAM66031.1; L. major GDPase, Q4QHK3; L. braziliensis GDPase,
CAM37219; S. mansoni SmATPDase1, AAP94734; T. cruzi NTP1, AAS75599; T. gondii NTPase 1, AAC80188.1; T. gondii NTPase 2, Q27893.1; P. falciparum NDPase, XP_00138471;
C. neoformans GDPase, XP_568971.1; A. dermatitidis GDPase, EEQ90304.1; P. brasiliensis GDPase, XP.002795447.1; M. canis (ou A. otae) GDPase, XP_002848245.1; Glossina m.
morsitans NTPDase, ADD18439.1; A. gambiae NP, XP_320057.3; A. aegypti NDPase, XP_001651207.1; X. cheopis apyrase, ABM55468.1; H. sapiens NTPDase 6, AAP92131; H. sapiens
NTPDase 5, NP.001240; H. sapiens NTPDase 2, NP_982293; H. sapiens NTPDase 7, NP_065087; H. sapiens NTPDase 4, NP.004892; H. sapiens NTPDase 8, AAR04374; H. sapiens,
NTPDase 3, NP_001239; H. sapiens NTPDase 1, NP.001767; O. tauri apyrase, CAL51527.1; L. pneumophila, ABQ56238.1; ATPDase2; L. drancourtii ATPDase1, ZP_.05111776.1.

NSS, no significant similarity.

The median and the 95% confidence interval were calculated, and
the data were analyzed using the Mann-Whitney test to compare 2
groups, or Kruskal-Wallis test to compare 4 groups. P values <0.05
were considered significant.

2.5. Effects of mouse polyclonal anti-r-Domain B antibody on the
phosphohydrolytic activity and identification of active ATP
diphosphohydrolase isoforms by immunoprecipitation assays

Preparations of S. mansoni adult worm (Faria-Pinto et al., 2010b)
and L. (V.) braziliensis promastigote (MHOM/BR/1975/M2903
strain; Rezende-Soares et al., 2010) were obtained as previously
described. An aliquot of each preparation was suspended in stan-
dard reaction medium (see below) supplemented with 1 mg/ml
dodecyl nonaethylene glycol ether (C12Eg), a non-ionic detergent
that maintains both significant parasite enzyme activity and a clear
reaction medium for colorimetric measurements (Coimbra et al.,
2008). After centrifugation at 10,000 x g for 10 min at 4 °C, mouse
immune serum containing polyclonal anti-r-Domain B antibodies
at a final dilution of 1:400 was added to the aliquots of high-
speed supernatant (5 mg protein/ml) and incubated for 3 h at room
temperature. Control assay using pre-immune serum was run in
parallel. An aliquot of each preparation was used for phosphohy-

drolytic activity measurements in standard reaction medium, as
describe below. Protein A-Sepharose was added and incubated for
an additional 2 h. The resin-mouse antibody-antigen complexes
were sedimented by centrifugation for 5min, washed 3 times
in 50mM MOPS buffer, pH 7.4, solubilized in gel loading buffer
and submitted to sodium dodecyl sulfate-10% polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE), using Mini-Protean III Cell (Bio-Rad).
Supernatants were used for phosphohydrolytic activity measure-
ments.

2.5.1. Western blots

The proteins were electroblotted onto nitrocellulose mem-
branes, followed by blocking step (0.15M phosphate buffer
solution, pH 7.4, plus 0.3% Tween-20 and 3% casein) using standard
procedures (Rezende-Soares et al., 2010). To avoid reactivity with
subunits from mouse-IgG, rabbit immune serum (diluted 1:1000)
containing polyclonal anti-potato apyrase antibodies (Faria-Pinto
et al,, 2004), diluted in the same blocking buffer without Tween-
20, were incubated overnight. Total proteins (100 pg) of S. mansoni
adult worm and L. (V.) braziliensis promastigote preparations were
also submitted to electrophoresis in 10% SDS-PAGE and electroblot-
ted onto nitrocellulose membranes, and developed with mouse
polyclonal serum anti-r-Domain B (diluted 1:800). Signals were
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Fig. 2. (A) Aliquot of pure r-Domain B (1 j.g; a, b) was electrophoresed in 18% SDS-PAGE, electroblotted onto nitrocellulose and developed with rabbit polyclonal antibodies
against potato apyrase (b). Anti-His antibody (a) was used as positive control. The signals were revealed by chemiluminescence. (B) The reactivity of total IgG from BALB/c
mice (T; n=4) pre-inoculated with potato apyrase was tested against r-Domain B. Pre-immune serum (n=4) was used as control (C). Data are reported as mean =+ SD of optical

density (0.D.). Asterisks mean ***P<0.001.

revealed by chemiluminescence using anti-IgG antibody coupled
to horseradish peroxidase and Luminol as substrate (ECL Western
Blotting System), and exposed to X-ray film following the manu-
facturer’s instructions.

2.5.2. Phosphohydrolytic activity measurement

An aliquot of each preparation before addition of Protein A-
Sepharose and supernatants obtained after addition of Protein
A-Sepharose were used for phosphohydrolytic activity measure-
ments in standard reaction medium. Briefly, for L. (V.) braziliensis
promastigote, phosphohydrolytic activity measurement was per-
formed in standard reaction medium containing 50 mM MOPS
(3-(N-morpholino) propanesulfonic acid) buffer, pH 7.4, 1mM
CaCl,, 100 M sodium orthovanadate and 0.1 mg protein/ml
(Rezende-Soares et al., 2010). For S. mansoni adult worm, phos-
phohydrolytic activity measurement was performed in standard
reaction medium containing 50 mM MOPS buffer, pH 7.4, 5mM
CaCly, 2mM MgCl,, 150 mM NaCl, 5mM KCl, 100 uM sodium
orthovanadate, 1 mM ouabain, 10 mM sodium azide, and 0.03 mg
protein/ml (Penido et al., 2007). The reaction was initiated by addi-
tion of 3 mM ATP or ADP, allowed to proceed for 60 min at 37 °C, and
the amount of inorganic phosphate (Pi) liberated was determined
spectrophotometrically (Rezende-Soares et al., 2010; Penido et al.,
2007). All assays were performed in triplicate. The experiments
were repeated twice with similar results.

3. Results

3.1. Alignment and comparison between domain B from the
potato apyrase and domains B from distinct organism species

The alignment of the Domain B (r78-117) from the potato
apyrase and its counterpart in the 38 members of the ATP diphos-
phohydrolase family was performed (Fig. 1). The identity between
the Domain B from the potato apyrase and other plant apyrases
varied from 58 to 62%, with 72-80% similarity over 40 amino acids
(Fig. 1).

Among parasites, the proteins having a higher homology with
r-Domain B from the potato apyrase were the Leishmania NDPases
(50-55% identity and 57-60% similarity over 40 amino acids), fol-
lowed by S. mansoni SmATPDase 2 (45% identity and 63% similarity
over 40 amino acids) and S. japonicum nucleoside phosphatase

(43% identity and 60% similarity over 40 amino acids). High iden-
tity was also found within domain B of apyrase like-proteins from
the fungi Cryptococcus neoformans, Ajellomyces dermatitidis, Para-
coccidioides brasiliensis and Microsporum canis (43-62% identity
and 58-77% similarity) and hematophagous arthropods Glossina
morsitans morsitans, Anopheles gambiae, Aedes aegypti and Xenop-
sylla cheopis (35-45% identity and 57-70% similarity) (Fig. 1). The
domain B from the potato apyrase did not share significant identity
with its counterpart in Leishmania sp. GDPases, S. mansoni GDPase,
S. mansoni SmATPDase 1, T. cruzi NTPDase 1, Plasmodium falciparum
NDPase, T. gondii NTPases 1 and 2, L. pneumophila ATPDase 2 and L.
drancourtii ATPDase 1 (Fig. 1).

Among domains B from potato apyrase and mammalian pro-
teins (Fig. 1), the highest degree of identity (33-40%) and similarity
(60-63%) was encountered with NTPDases 6 and 5, while human
NTPDases1-4, 7 and 8, which are membrane-associated proteins
(Robson et al., 2006), showed a lower degree of identity (20-35%)
and similarity (35-53%).

3.2. Antigenicity of the domain B from the potato apyrase

Polyclonal antiserum against potato apyrase was obtained from
pre-inoculated rabbit or BALB/c mice. Western blot of r-Domain B
was positive for rabbit polyclonal IgG anti-potato apyrase antibod-
ies (Fig. 2A). In addition, the immunological capacity of reactivity
between mouse polyclonal IgG anti-potato apyrase (n=4) and r-
Domain B was quantified by ELISA, using this polypeptide as coating
antigen (Fig. 2B). High IgG antibody reactivity was observed in all
serum dilutions (Fig. 2B; 1:200-1:6400) significantly (P<0.001)
higher than the control. These results indicated that this specific
domain contributes significantly for antibody production against
integral potato apyrase in distinct mammals.

3.3. Immunostimulatory property of the r-Domain B

Healthy BALB/c mice were then inoculated per via peritoneal
with r-Domain B. Total IgG antibody, and IgG subtype levels were
quantified by ELISA using the diluted serum samples (Fig. 3;
1:200-1:6400). This polypeptide induced production of high levels
of specific IgG (>1:6400), and IgG1 (>1:6400) and IgG2a (>1:6400)
subtypes, significantly (P<0.001) higher than the controls (Fig. 3),
suggesting distinct epitopes in this domain.
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Fig. 3. r-Domain B stimulatory property. Total IgG (A) and IgG1 (B) and IgG2a
(C) subtypes were quantified in serum samples from BALB/c mouse (T; n=5) pre-
inoculated with r-Domain B. Pre-immune serum (n=5) was used as control (C). Data
are reported as mean + SD of optical density (O.D.). Asterisks mean ***P<0.001.

3.4. Mouse polyclonal anti-r-Domain B antibodies inhibit the ATP
diphosphohydrolase activity of S. mansoni adult worm or L. (V.)
braziliensis promastigote preparations

The effect of mouse polyclonal anti-r-Domain B antibodies bind-
ing on phosphohydrolytic activity from the S. mansoni SmATPDase
2 or L braziliensis NDPase was tested using the detergent-
homogenized preparations. Representative results are shown in
Table 1. Under experimental conditions employed, polyclonal anti-
bodies inhibited ATPase and ADPase activity of SmATPDase 2 at
a similar level with either ATP (38%) or ADP (58%) as substrate
(Table 1). Polyclonal antibodies inhibited ADPase activity of L.
braziliensis NDPase by 72%, and to a lesser extent, the ATPase activ-
ity (Table 1; 22%).

3.5. Identification of active ATP diphosphohydrolase isoforms in S.
mansoni adult worm and L. (V.) braziliensis promastigote by
anti-r-Domain B antibodies

Anti-r-Domain B antibodies were tested for their ability
to immunoprecipitate ATP diphosphohydrolase from detergent-
homogenized preparation of either S. mansoni adult worm or
L. (V.) braziliensis promastigote. Under experimental conditions
employed, mouse polyclonal anti-r-Domain B antibodies immobi-
lized on Protein A-Sepharose immunoprecipitated approximately
91% of the ATPase and 67% of the ADPase activities from the
S. mansoni adult worm, and 42% of the ATPase and 46% of the

A B cC D

75 ==

Fig. 4. Identification of active ATP diphosphohydrolase isoforms from S. mansoni
adult worm and L. (V.) braziliensis promastigote by immunoprecipitation assays.
Immunoprecipitated Protein A-mouse antibody-antigen complex isolated from
adult worm (lane B) or promastigote (lane D) preparation by mouse anti-r-Domain
B antibody was submitted to electrophoresis in 10% SDS-PAGE, electroblotted onto
nitrocellulose membrane, and the Western blots were developed with rabbit poly-
clonal serum against potato apyrase (dil. 1:1000). An aliquot (100 g of protein) of
S. mansoni adult worm (lane A) or L. (V.) braziliensis promastigote (lane C) prepa-
ration electrophorezed and electroblotted under same conditions were developed
with mouse polyclonal serum against r-Domain B (dil. 1:800). The membranes were
revealed by chemiluminescence.

ADPase activities from the L. braziliensis promastigote preparations
(Table 1).

The immunoprecipitated resin-mouse antibody-antigen com-
plexes were washed and subjected to electrophoresis and Western
blots. As observed in Fig. 4, the mouse polyclonal antibodies against
r-Domain B immobilized on Protein A-Sepharose immunoprecipi-
tated a band of approximately 63 kDa and, in lower amount, band
of 55kDa from the S. mansoni adult worm (lane B), and bands of
approximately 48 and 43 kDa from the L. (V.) braziliensis promastig-
ote preparation (lane D), which were recognized by the rabbit
polyclonal anti-potato apyrase antibodies (Fig. 4). In Western blots
of either S. mansoni adult worm or L. (V.) braziliensis promastigote
preparation mouse polyclonal anti-r-Domain B antibodies recog-
nized the same bands of approximately 63 and 55 kDa (lane A) or 48
and 43 kDa (lane C), respectively (Fig. 4). No reaction was observed
with pre-immune serum (data not shown).

3.6. Cross-immunoreactivity between human serum and
r-Domain B

Using r-Domain B as coating antigen in ELISA, significantly
higher IgG antibody reactivity was found in sera from individuals
with schistosomiasis (SM; 0.207 + 0.075; 40% seropositivity, 12/30;
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Table 1
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ATP diphosphohydrolase activity inhibition and depletion of this activity from the C;,E9-homogeneized parasite preparations by mouse polyclonal anti-Domain B.

Experimental conditions

S. mansoni adult worm

L. braziliensis promastigotes

ATPase activity ADPase activity

ATPase activity

ADPase activity

Before Sepharose-Protein A
Pre-immune serum

Immune serum

After Sepharose-Protein A
Pre-immune serum

Immune serum

27.29 30.59 29.81

16.87 (62) 12.84 (42) 23.22(78)

16.39 15.98 18.68
1.42(9) 529(33) 10.74 (58)

6.35
1.75 (28)

6.64
3.56 (54)

The phosphohydrolytic activity, expressed in nmol Pimg~! min—!, was measured in aliquots of detergent-solubilized preparations pre-incubated 3 h with pre-immune serum
or immune serum anti-Domain B diluted 1:400, and after addition of Sepharose-Protein A. The results in parenthesis represent the percentage of hydrolytic activity when
compared to the pre-immune serum.
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Fig. 5. 1gG antibody reactivity of patients with American cutaneous leishmaniasis (ACL), schistosomiasis mansoni (SM) or Chagas disease (CD) against r-Domain B. The
reactivity of total IgG (A) or IgG1, IgG2, IgG3 and IgG4 antibody subclasses (B) was quantified in serum diluted 1:100 from healthy individuals (C; n=27), and patients with
ACL (n=30), schistosomiasis (SM; n=30) or Chagas disease (CD; n=30) using r-Domain B as the coating antigen in ELISA. The result is expressed as optical density of serum
samples. The horizontal line and dotted line represent the mean and cut-off, respectively. Values greater than this cut-off level were considered to be seropositive. Asterisks

mean *P<0.05 and ***P<0.001.

P<0.001) followed by antibodies from patients with American
cutaneous leishmaniasis (ACL; 0.168 +0.108; 37% seropositivity,
11/30; P<0.05), when compared to the control (Fig. 5A; n=27,
0.099 4+ 0.054; cut-off 0.207). Sera from patients with Chagas dis-
ease had low IgG antibody reactivity against r-Domain B (CD;
0.135+0.104), similar to the control and significantly (P<0.05)
lower than that found in schistosomiasis patients (Fig. 5A). Only
6 (20%) of the 30 patients with Chagas disease had seropositivity
for r-Domain B from the potato apyrase.

The 1gG1, IgG2, IgG3 and IgG4 subclass reactivities were also
tested (Fig. 5B). The IgG1 (0.077 £ 0.059) or IgG3 (0.020 + 0.024)
antibody reactivity of ACL patients was significantly (P<0.05)
higher when compared to the control (IgG1, 0.047 +0.029, cut-off,
0.105; 1gG3,0.010 £ 0.009, cut-off, 0.029), and 9-10 (30-33%) of the
30 patients were seropositive for r-Domain B (Fig. 5B). The IgG2
(0.05440.064; 17% seropositivity, 5/30) or IgG4 (0.077 +£0.031;

23% seropositivity, 7/30) antibody reactivity of ACL patients was
similar to the control (IgG2, 0.050+0.021, cut-off, 0.092; IgG4,
0.059 +0.023, cut-off, 0.105), and close to the background levels for
most of them (Fig. 5B). For patients with schistosomiasis, the IgG1
(0.100+0.049; P<0.001), IgG2 (0.074+0.110; P<0.05) or IgG3
(0.078 +£0.109; P<0.05) antibody reactivity was variable and sig-
nificantly higher than the control, with 27% (8/30), 27% (8/30) and
50% (15/30) of seropositivity for r-Domain B, respectively (Fig. 5B).
The IgG4 seropositivity (0.059 +£0.045; 17% seropositivity, 5/30)
was lower and close to the background level (Fig. 5B).

4. Discussion
In this work we demonstrated the occurrence of a con-

served domain, which did not include the characteristic conserved
domains (ACRs) of the ATP diphosphohydrolase family, as a
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functional region in ATP diphosphohydrolase isoforms of S. man-
soni and L. (V.) braziliensis, and the associated antigenicity of this
domain in schistosomiasis and leishmaniasis. The r-Domain B
which spans the conserved domain r78-117 within potato apyrase
presents immunostimulatory property activating humoral immune
responses in healthy BALB/c mice, increasing IgG2a and IgG1
subtypes production. Given that IgG subtypes represent mark-
ers for the Th1/Th2 dichotomous immune response associated to
the disease resistance and/or immunomodulation in experimen-
tal model (Hoffmann et al, 1999; Mountford et al., 1994) our
results suggested that r-Domain B has distinct epitopes capable
of inducing Th1- and Th2-type cytokine secretion profiles. The
ATPase and ADPase activity of detergent-solubilized S. mansoni or
L. (V.) braziliensis preparation were partially inhibited by mouse
polyclonal anti-r-Domain B antibodies, suggesting its potential
application for the study of the structure and function of the SmAT-
PDase 2 and NDPase, and also of other ATP diphosphohydrolase
isoforms of distinct organisms. In addition, antibodies produced
against specific epitopes within Domain B could be tested in exper-
imental protocols of disease control like recently demonstrated for
human NTPDase 3 and T. gondii NTPase 2 (Munkonda et al., 2009;
Tan et al., 2010).

IgG antibody of patients with American cutaneous leishmaniasis
(37% seropositivity) or schistosomiasis (40% seropositivity) exhib-
ited significant cross-immunoreactivity with r-Domain B. These
results suggested strongly that for the human immune system
the conserved domain B within either S. mansoni SmATPDase 2
(r156-195) or L. braziliensis NDPase (r83-122), of high identity
with domain B from the potato apyrase (Fig. 1), is rich in B-cell
epitopes. Higher IgG seropositivity for potato apyrase was found
in serum samples from the patients with leishmaniasis (Rezende-
Soares et al., 2010; 90%; 19/20) or schistosomiasis (Faria-Pinto
et al., 2010a; 61%, 30/49). On the other hand, in Chagas disease
low seropositivity was observed against either r-Domain B (20%) or
potato apyrase (Faria-Pinto et al., 2008; 17%, 5/30), corroborating
the lower identity found between domains B from vegetable and
parasite proteins (Fig. 1). These results suggest existence of other, as
yet unidentified, antigenic domains shared between potato apyrase
and parasite proteins, as previously predicted (Faria-Pinto et al.,
2008). The results obtained from the analyses of IgG subclasses sug-
gest distinct epitopes for IgG1, 1gG2, IgG3 and IgG4 within domain B
from the S. mansoni SmATPDase 2 and L. braziliensis NDPase, shared
with Domain B from the potato apyrase, which could be linear or
conformational. The variable IgG1 (27% seropositivity), IgG2 (27%)
and IgG3 (50%) antibody reactivity of schistosomiasis patients, up to
12-fold greater than the threshold, possibly reflects different par-
asite load and/or host genetic factors. Significant IgG1 and IgG3
seropositivity (30-33%) was also found for ACL patients, whereas
IgG4 seropositivity was lower (17-23%) in both ACL and schisto-
somiasis patients. In previous work was demonstrated that high
levels of IgG1 and IgG3, antibody subclasses associated with Th1
like cellular immune response, against specific antigens were cor-
related with parasite elimination. On the other hand, high 1gG4
level, associated with Th2 immune response, was correlated with
low developmental of immunity to parasite infection (Souza et al.,
2005; Kusel et al., 2007, Faria-Pinto et al., 2010a). We hypothe-
sized that different antigenic epitopes of the Domain B of parasite
proteins could be involved in susceptibility or resistance to S. man-
soni and L. braziliensis infections. These observations reinforce the
importance of our immunological results.

Under our experimental conditions, mouse polyclonal anti-
r-Domain B antibodies immobilized on Protein A-Sepharose
immunoprecipitated approximately 42-91% of the ATP diphos-
phohydrolase activities from the S. mansoni and L. (V.) braziliensis
preparations. In addition, Western blots of the immunoprecipitated
resin-mouse antibody-antigen complexes, using rabbit polyclonal

anti-potato apyrase antibodies, identified the same bands previ-
ously reported for either S. mansoni SmATPDase 2 or L. braziliensis
ATP diphosphohydrolase (Levano-Garcia et al.,, 2007; Rezende-
Soares et al., 2010). The SmATPDase 2 protein from the S. mansoni
adult worm has predicted molecular weight 63,785. Antibody
against this protein revealed a reactive band of 55 kDa in the super-
natant of adult worm in vitro cultures, and the authors suggested
that this protein could be secreted from the tegument to the exte-
rior environment through a non-classical secretory pathway since
signal peptide was not detected (Levano-Garcia et al., 2007). Recent
results obtained in our laboratory showed that mouse polyclonal
antibodies against a specific peptide (20 amino acids) belonging to
the domain B from the S. mansoni SmATPDase, a region of lower
identity with either SmATPDase 1 or putative GDPase counterpart,
recognized the same bands of 63 and 55kDa in S. mansoni adult
worm preparation (unpublished data). In L. (V.) braziliensis pro-
mastigotes, an ATP diphosphohydrolase isoform was identified by
rabbit and mouse polyclonal anti-potato apyrase antibodies as a
polypeptide of 48 kDa, and the band of 43 kDa was suggested to be
the result of proteolysis of the 48 kDa band (Rezende-Soares et al.,
2010). The L. braziliensis NDPase has predicted molecular weight
47,689. Mouse polyclonal antibodies against a specific peptide (20
amino acids) belonging to the domain B from the L. braziliensis
NDPase, a region of lower identity with its putative L. braziliensis
GDPase counterpart, recognized the same bands of 48 and 43 kDa
in L. braziliensis promastigote preparation (unpublished data). In
addition, using Secretome 2.0 prediction algorithm (Bendtsen et al.,
2004), the score >0.5 suggested that L. braziliensis NDPase could
be secreted, and the program alerts the possible presence of a
signal peptide in this protein. Search for a signal peptide using
TargetP 1.1 Server (Emanuelsson et al., 2007) detected a cleav-
age site with score 0.678 at glycine 32, which could generate a
processed protein with a molecular mass of 44 kDa. Signal P 3.0
prediction (Emanuelsson et al., 2007) was inconclusive about a
cleavage site, but appointed the glycine 32 as the most likely one.
Taken together these data suggested that mouse polyclonal anti-r-
Domain B antibodies are reactive with both native and proteolyzed
forms of the protein, and that plant and parasite proteins share the
same conserved domain, focal point of this work. In addition, the
results suggested that the amino terminus regions from the parasite
proteins are subject to a proteolytic posttranslational processing
that results in a protein of lower molecular mass. General mecha-
nisms of secretion have been now explored in several eukaryotic
pathogens (Silverman et al., 2010). The results shown here encour-
age new biochemical studies, and our hypotheses are currently
under investigation.

We decided to further investigate the degree of identity between
the domains B from the potato apyrase and other members of
the ATP diphosphohydrolase family recently deposited in GenBank
database. It is interesting to observe that a putative apyrase found
in the genome of Ostreoccoccus tauri, a primitive green alga that is
close to the evolutionary origin of photosynthetic plants (Derelle
et al., 2006), has a domain B of high identity with potato apyrase
(Fig. 1).Itis also relevant the high identity and similarity evidenced
between the domain B from the potato apyrase and its coun-
terpart within potato apyrase like-protein from the pathogenic
fungi C. neoformans, A. dermatitidis, P. braziliensis and M. canis,
which cause cryptococcosis, blastomycosis, paracoccidioidomy-
cosis and zoonotic dermatophytosis, respectively. Similar results
were observed within proteins of the hematophagous arthropods
G. m. morsitans, A. gambiae, A. aegipty and S. cheopis (Fig. 1), vectors
of pathogens that cause sleeping sickness, malaria, yellow fever and
typhus, respectively. Pathogenic organisms belonging to the sev-
eral distinct phylogenetic lineages and their hosts have co-evolved
over thousands of years, the former evading and manipulating the
host’s immune response (Burnstock and Verkhratsky, 2009; Dunne
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and Cooke, 2005; Requena et al., 2000). There is evidence that
divergent eukaryotes might share common metabolic pathways,
and mechanisms of defense and pathogenicity (Haldar et al., 2006;
Hannaert et al., 2003; Zhang and Kato, 2003). It is possible that
this specific antigenic domain from the ATP diphosphohydrolase
isoforms shown here, and other predicted in previous work (Faria-
Pinto et al., 2008), were conserved between the different organism
species throughout evolution, and may be related to the success
of the parasitism, through host molecular mimicry and/or disease
immunomodulation. We believed that comparative studies among
them will facilitate the understanding of the host-pathogens rela-
tionship and the evolutionary history of these less well investigated
proteins.
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Abstract An antigenic conserved B domain was previously
identified within nucleoside triphosphate diphosphohydrolases
(NTPDases) of plants and parasites. Now, the r-potDomain B,
a 6x His-tag polypeptide belonging to the conserved B domain
from the potato apyrase, and synthetic peptides LbB1LJ and
LbB2LJ derived from the B domain from Leishmania
NTPDase 1 were used as molecular tools for studies of the
Leishmania amazonensis NTPDase 1. Widespread subcellular
location of the specific NTPDase 1 was detected by Western
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blots of promastigote fractions and ultrastructural immunocy-
tochemical microscopy using immune sera raised against these
biomolecules. In addition, the L. amazonensis-infected
BALB/c mice were evaluated at 12 to 120 days after infection,
which progresses showing typical nodular lesion. High anti-
body reactivity with either r-potDomain B, LbB1LJ, or
LbB2LJ was found in L. amazonensis-infected BALB/c mice
indicating the antigenicity of the B domain from NTPDase 1
isoform. The IgG1 antibody reactivity significantly increased
at 90-120 days postinfection, 18- to 24-fold when compared to
the 12th day, and remained elevated even at 120th after infec-
tion, coinciding with the most active stage of the disease. In
contrast, significantly higher IgG2a antibody reactivity with
each biomolecule was observed at 40th day, about two- to
fourfold higher than those found at 12th or 20th day, and
decreased along 120-day period. Apparently, the conserved B
domain is capable to induce IgG2a production in early disease
stages. All together, these results suggest that r-potDomain B
or synthetic peptides could be molecular starting points in
experimental protocols of immunotherapy and/or vaccination
for leishmaniasis.

Introduction

A broad spectrum of manifestations to Leishmania
amazonensis infection has been observed in humans that in-
cludes cutaneous, mucocutaneous, diffuse, and visceral clinical
forms (Almeida et al. 1996; Souza et al. 2011). The roles of
immune response in visceralization and metastases develop-
ment in the outcome of Leishmania infections in distinct mice
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strains have been extensively studied (Cupolilo et al. 2003;
Abreu-Silva et al. 2004; Pereira and Alves 2008; Cardoso et al.
2010; Chu et al. 2010). Several proteins of immunological
relevance, including members of conserved protein families,
have been tested in immunization protocols demonstrating
some protective ability against leishmaniasis (Requena et al.
2000, 2004; Zaverucha do Valle et al. 2007; Iborra et al. 2008;
Ramirez et al. 2010).

The nucleoside triphosphate diphosphohydrolase
(NTPDase; EC 3.6.1.5), ubiquitously distributed in distinct
organisms, is also named apyrase in plants and ATP
diphosphohydrolase (ATPDase) or nucleoside triphosphate
hydrolase (NTPase) in parasites. These proteins share five
apyrase-conserved regions (ACRI1 to ACRS) that are in-
volved in its catalytic cycle and hydrolyze di- and triphos-
phate nucleosides to the corresponding nucleoside
monophosphates upon bivalent metal ion activation
(Knowles 2011). They regulate nucleotide/nucleoside rates
in several physiological processes, such as purinergic sig-
naling systems, and are involved with infectivity and/or
purine recuperation by parasites (Burnstock and
Verkhratsky 2009; Knowles 2011). NTPDase isoforms are
antigenic in toxoplasmosis (Asai et al. 1992; Kikuchi et al.
2001, 2002; Tan et al. 2010, 2011), schistosomiasis (Faria-
Pinto et al. 2004, 2008, 2010a, b) and American cutaneous
(Faria-Pinto et al. 2008; Rezende-Soares et al. 2010) or
visceral leishmaniasis (Maia et al. 2013). Recently, immu-
nization with a recombinant form of Toxoplasma gondii
NTPase induced partial protection of BALB/c mice against
virulent 7. gondii strains (Tan et al. 2011).

An active and antigenic NTPDase isoform was isolated
from the plasma membrane fraction of L. amazonensis
promastigotes (Coimbra et al. 2002; 2008). Immunoprecip-
itation assays using immune serum anti-potato apyrase and
cross-immunoreactivity between potato apyrase and sera
from either promastigote- or amastigote-infected BALB/c
mice suggested the existence of antigenic domains within L.
amazonensis NTPDase, these epitopes being shared with
those from vegetable protein (Coimbra et al. 2008). An
antigenic domain (named B domain), which is shared between
plants apyrase and NTPDase isoforms of pathogenic organ-
isms from distinct phylogenetic lineages, was recently identi-
fied (Faria-Pinto et al. 2008; Rezende-Soares et al. 2010;
Vasconcelos et al. 2009; Mendes et al. 2011; Porcino et al.
2012; Maia et al. 2011, 2013).

In this work, a recombinant polypeptide belonging to the
conserved B domain (r-potDomain B) from the potato apy-
rase and synthetic peptides LbB1LJ and LbB2LJ derivatives
from the B domain from Leishmania NTPDase 1 and mouse
immune serum against these biomolecules were used as
molecular tools for studies of the specific L. amazonensis
NTPDase 1 isoform. Immunolocalization of promastigotes
NTPDase 1 was obtained by Western blots of subcellular
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fractions and ultrastructural immunocytochemical microsco-
py. The immunological potentials of the r-potDomain B and
synthetic peptides were evaluated by the antibody reactivity
of L. amazonensis-infected BALB/c mice during the disease
progression.

Materials and methods

Preparation of r-potDomain B, synthetic peptides,
and polyclonal antibodies

The recombinant r-potDomain B (5,493 Da) belonging to
the conserved potato apyrase domain-B (1r78-117) (NCBI
accession number U58597.1) was expressed as a six-
histidine-tagged polypeptide. The mouse polyclonal anti-r-
potDomain B antibodies were obtained as earlier described
(Maia et al. 2011). The synthetic peptides LbB1LJ (r82-103)
and LbB2LJ (r102-121) also derived from the conserved
domain-B from Leishmania braziliensis NTPDase 1
(ATPDase; XP_001562178.1) were obtained by solid-
phase synthesis (Korkmaz et al. 2008). The molecular mass
and purity of synthesized peptides were confirmed by amino
acid analysis and by MALDI-TOF using a Microflex LT
mass spectrometer (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA).
Immune sera anti-LbB1LJ and anti-LbB2LJ were obtained
as earlier described (Porcino et al. 2012).

Parasites and preparation of promastigote antigens

The L. amazonensis H21 MHOM/BR/76/MA strain, isolat-
ed from a patient with diffuse cutaneous leishmaniasis, has
been maintained in vivo by serial passages in BALB/c mice.
Promastigotes (10° parasites/ml) from L. amazonensis were
harvested at the logarithmic growth phase (Zaverucha do
Valle et al. 2007) and washed three times in sterile 5 mM
Tris—HCI, pH 7.4, at 4 °C. Parasites were resuspended in
5 mM Tris—HCI, pH 7.4, 8 % sucrose plus protease inhib-
itors. Membrane disruption and antigen release were
obtained by 3 cycles of freezing and thawing and 1 cycle
of ultrasonication. An aliquot of this preparation (TH) was
stored at —80 °C until use. Promastigotes fractions were
obtained as previously described (Zaverucha do Valle et al.
2007). Briefly, promastigotes homogenate, obtained by dis-
ruption in the presence of the nonionic detergent Lubrol PX,
was centrifuged twice at 10,000xg for 10 min, and the
pellets were purified in a linear sucrose gradient and stored
as flagellar fraction (FF), composed of axonemal structure
with associated paraflagellar rod, and absence of flagellar
membrane. The supernatant was centrifuged again at
27,000xg for 30 min to obtain pellets of membrane fraction
(MF), which did not form vesicles and appeared associated
with subpellicular microtubules. Finally, aliquots of the
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supernatant were layered on top of 10 mM Tris—HCI,
pH 7.4, 20 % sucrose plus 10 mM MgCl, and 25 mM
KCI in plastic tubes. The material was centrifuged at
100,000xg for 30 min in a swing out rotor on a Beckman
ultracentrifuge, and the microsomal fraction (Fm) was re-
covered from the pellet, a ribosomal enriched fraction
containing minor membrane components (Zaverucha do
Valle et al. 2007). All fractions were suspended in
phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.2, plus protease in-
hibitors and stored at —80 °C until use.

Western blots

Aliquots (100 png of protein) of the total preparation (TH) or
fractions (FF, MF, and Fm) of promastigotes were submitted
to electrophoresis in 10 % sodium dodecyl sulfate poly-
acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), electroblotted
onto nitrocellulose membranes, and developed with mouse
immune serum anti-r-potDomain B (diluted 1:400), anti-
LbBILJ (diluted 1:200), or anti-LbB2LJ (diluted 1:200)
using standard procedures (Coimbra et al. 2008). Signals
were revealed by chemiluminescence using an anti-mouse
IgG antibody coupled to horseradish peroxidase and luminol
as substrate (ECL Western Blotting System; GE Healthcare,
Brazil) and exposed to X-ray film following the manufac-
turer’s instructions.

Electron microscopy

Localization of L. amazonensis NTPDase 1 was performed
by ultrastructural immunocytochemistry as early described
(Porcino et al. 2012). Briefly, the L. amazonensis
promastigotes were fixed, dehydrated, embedded in
Lowicryl K4M resin (Polysciences, Inc., PA, USA), and
maintained at —20 °C. Ultrathin sections were incubated in
the presence of immune serum either anti-r-potDomain B
(diluted 1:200), anti-LbB1LJ or anti-LbB2LJ (diluted
1:100), and control serum diluted 1:100 or 1:200. Signals
were revealed using goat anti-mouse antibody conjugated
with 10-nm gold particles (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA) diluted 1:20, and uranyl acetate stain, and ob-
served in a JEOL 1011 transmission electron microscope
from Rudolf Barth Electron Microscopy Platform of the
Oswaldo Cruz Institute, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ,
Brazil.

Animals and infection protocols

Female BALB/c mice aged 6—8 weeks were obtained from
the animal facilities of the FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Bra-
zil. Separated groups of mice were subcutaneously infected
by injecting 10° L. amazonensis promastigotes in a volume
of 50 pl through the plantar surface with a 30-gauge needle.

Control groups were subcutaneously injected with 50 pl of
PBS in the same location. The kinetic of footpad swelling in
promastigotes-infected mice was evaluated by measurement
at 20, 40, 60, 90, and 120 days after infection, using a dial
gauge caliper (Schnelltaster, HC Kroplin, GRBH, Hessen,
Germany), as previously described (Abreu-Silva et al.
2004). The size of the lesions was expressed as the differ-
ence in thickness between the footpads of mice in the
experimental infected group compared to the normal control
group. The results were expressed as arithmetic means of
eight mice, and the standard error of the mean was calculat-
ed and statistically compared by the Tukey’s multiple com-
parison test. The blood was sampled at 12, 20, 40, 60, 90,
and 120 days postinfection. The sera were frozen at =80 °C
until use. These experiments were conducted in accordance
with the guidelines for experimental procedures of the
Fundacdo Oswaldo Cruz (process no. L.0001/07).

Antibody analyses by enzyme-linked immunosorbent
assays

Aliquot (5 pg/well) of r-potDomain B, LbB1LJ, or LbB2LJ
in 0.1 M NaHCOg;, pH 9.6, was absorbed overnight onto
flat-bottomed microtiter plates (Costar 3590; Corning Inc.,
Corning, NY, USA). Following a blocking step (0.15 M
phosphate buffer solution, pH 7.2 plus 0.3 % Tween-20,
and 2 % casein), sera diluted 1:100 from uninfected or
experimentally infected mice were tested in duplicate, dilut-
ed in this blocking buffer without Tween-20, and incubated
overnight at 4 °C. Antibodies bound to the antigen-plate
were detected using horseradish peroxidase-conjugated,
isotype-specific, anti-mouse IgG1l or anti-mouse [gG2a
(Sigma Chemical Co., MO, USA), and o-phenylenediamine
dihydrochloride/H,O, as substrate. The subsequent color
reaction was read at 492 nm on a microplate reader (Molec-
ular Devices Corp., Menlo Park, CA, USA). The considered
values of optical density (OD) were calculated by
subtracting OD values obtained of a sera pool from control
group, used as blank. The analyses were made in three
different experiments with a variation of no more than
15 % between them. The data were analyzed using
Kruskal-Wallis test (GraphPad Prism Software version 4;
San Diego, CA, USA). P values <0.05 were considered
significant.

Results
In silico analysis
The amino acid sequence of the L. amazonensis NTPDase 1,

recently annotated by us in NCBI database (accession num-
ber AFJ22627.1), was aligned with amino acid sequences of
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potato apyrase (U58597.1) and NTPDase 1 isoforms found
in the genome of L. braziliensis (XP_001562178.1), Leish-
mania infantum (XP_001464341.1), and Leishmania major
(XP_001681917.1). The amino acid residues of the domain-
B from these proteins were identified and hand edited. As
shown in Fig. 1, A, the amino acid sequence of the domain-
B from the L. amazonensis NTPDase 1 has 53 % identity
and 60 % similarity over 40 amino acids compared with its
potato apyrase counterpart, suggesting existence of possible
epitopes shared between them. The amino acid sequences of
the NTPDase 1 domain-B from L. amazonensis, L. infantum
(90 % identity and 98 % similarity over 40 amino acids), or
L. braziliensis (80 % identity and 90 % similarity over 40
amino acids) have high identity (Fig. 1, B), indicating high
conservation degree. These results confirmed the possible
use of the r-potDomain B, a recombinant polypeptide be-
longing to the conserved B domain from the potato apyrase,
and synthetic peptides LbB1LJ and LbB2LJ derived from
the conserved domain-B from L. braziliensis NTPDase 1,
and the antibodies raised against them, as molecular tools
for studies of the specific L. amazonensis NTPDase 1 iso-
form. As indicated by dark lines (Fig. 1, B), the synthetic
peptides LbBILJ (r82-103; 86 % identity and 91 % similar-
ity over 22 amino acids) and LbB2LJ (r102-121; 70 %

a Organism

S. tuberosum apyrase
L.amazonensis NTPDase 1

b

L.amazonensis NTPDase 1
L. inentum NTPDase 1
L. braziliensis NTPDase 1

Cb Whb-Domain B

identity and 80 % similarity over 20 amino acids) span the
conserved domain-B (r82-121) within L. braziliensis
NTPDase 1 with overlapping of two amino acids at LbB1LJ
C terminus and at LbB2LJ N terminus and share high
identity with L. amazonensis NTPDase 1 counterparts
(Fig. 1, B).

Identification of L. amazonensis NTPDase 1 by immune
sera produced against the conserved B domain

The SDS-PAGE followed by Coomassie blue staining showed
numerous bands in total promastigote preparation (Cb, TH)
and distinct and shared polypeptides in fractionated samples
(Fig. 1, c; Cb: MF, FF, Fm). By Western blots, immune serum
anti-r-potDomain B recognized the same diffuse bands of
approximately 58—63 kDa in total promastigote preparation
(TH) and membrane (MF), microsomal (Fm), and flagellar
(FF) fractions, being the last one with lower intensity
(Fig. 1, ¢; Wb-Domain B). The mouse immune sera anti-
LbBILJ (Wb-LbB1LJ) and anti-LbB2LJ (Wb-LbB2LJ)
reacted with these same diffuse bands of 58—63 kDa in West-
emn blot of TH, MF, FF, or Fm (Fig. 1, c), suggesting enrich-
ment of the protein in microsomal fraction (Fm) as observed
by greater anti-LbB1LJ antibody reactivity (Fig. 1, ¢; Wb-

Domain B

s BRI s Bl B e o ke 50

Wh-LbB1LJ

TH MF FF Fm TH MF FF Fm

BT Ew e . -

Fig. 1 Primary structure alignments of the B domain (a) from the potato
apyrase and its L. amazonensis NTPDase 1 counterpart and (b) from L.
amazonensis NTPDase 1 and either L. braziliensis or L. infantum
NTPDase 1 counterpart. The identical and similar amino acid residues
are shown as gray columns. The amino acid sequences from synthetic
peptides LbB1LJ (182-103) and LbB2LJ (r102-121) are indicated by dark
lines. NCBI accession numbers of the amino acid sequences are Solanum
tuberosum apyrase, P80595; L. amazonensis, AF)22627.1; L. infantum
XP_001464341.1; and L. braziliensis XP_001562178.1. (¢)
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TH MF FF Fm TH MF FF  Fm

Identification of the NTPDase 1 from L. amazonensis promastigote.
Aliquots (100 micrograms of protein) of L. amazonensis promastigote
preparation (7H) and membrane (MF), flagellar (FF), or microsomal
(Fm) fractions were submitted to electrophoresis in 10 % SDS-PAGE,
stained with Coomassie blue (Cb) or electroblotted onto nitrocellulose
membrane, and the Western blots were developed with mouse polyclonal
serum anti-r-potDomain B (Wb-Domain B; diluted 1:400), anti-LbB1LJ
(Wb-LbB1LJ; diluted 1:200), or anti-LbB2LJ (Wb-LbB2LJ; diluted
1:200). The membranes were revealed by chemiluminescence
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LbB1LJ). The mouse polyclonal anti-LbB2LJ antibodies rec-
ognized an additional band of approximately 48 kDa in all
promastigote samples (Fig. 1c; Wb-LbB2LJ: TH, MF, FF,
Fm), possibly in lower amount than those of 58—63 kDa in
these preparations. This 48-kDa band was also recognized by
the anti-LbB1LJ in microsomal fraction (Fig. lc; Wb-
LbB1LJ: Fm), suggesting again enrichment of the protein in
this fraction. Distinct intensity of reactivity between each
promastigote fraction (MF, FF, Fm) and either anti-r-
potDomain B (Wb-Domain B), anti-LbB1LJ (Wb-LbB1LJ),
or anti-LbB2LJ (Wb-LbB2LJ) antibodies was detected, and it
appears to be related with the affinity and sensitivity of each
immune serum for exposed epitopes within B domain from L.
amazonensis NTPDase 1. Comparison with total
promastigote preparation (Cb, HT) showed that 48 kDa
or diffuse 58—63 kDa bands detected by Western blots
(Wb) are not the major proteins in fractionated samples
(Fig. 1lc; Cb: MF, FF, Fm). These results suggested
widespread subcellular locations of this parasite protein.

Immunolocalization of the L. amazonensis NTPDase 1

The L. amazonensis NTPDase 1 was localized by im-
munocytochemical techniques. The immune serum anti-
r-potDomain B detected this protein at the surface of
plasma membrane (a, c), nucleus (b, d), and mitochon-
dria and kinetoplast (a, ¢, d) and at flagellar pocket and

flagellum (a, ¢, d) and associated it with cytoplasmic
vesicles (Fig. 2).

The immune serum anti-LbB1LJ (a, ¢, ¢) or anti-LbB2LJ
(b, d, f) detected the NTPDase 1 at the surface of plasma
membrane (b—f), nucleus (c, d), and mitochondria and ki-
netoplast (a, b, f) and at flagellar pocket and flagellum
(Fig. 3a, b, e, f) and associated it with cytoplasmic vesicles,
confirming the ubiquitous NTPDase 1 localization achieved
by the immune serum anti-r-potDomain B (Fig. 2).

Disease progression and time course of appearance
of specific antibody reactive with r-potDomain B
or synthetic peptides LbB1LJ and LbB2LJ

In order to investigate the IgG subtype reactivity with r-
potDomain B or peptides LbB1LJ and LbB2LJ, the infec-
tion progress was monitored along a period of 120 days in
promastigote-infected BALB/c mice, a susceptible mice
strain to L. amazonensis infection. The representative data
are shown in Figs. 4 and 5. The primary kinetics of the
BALB/c mice showed typical and progressive nodular le-
sion at 20, 40, 60, 90, and 120 days after infection (Fig. 4).
Low IgGl antibody reactivity with r-potDomain B (a),
LbBILJ (c), or LbB2LJ (e) was observed at 20, 40, and
60 days postinfection with values remaining similar to the
reactivity found at 12th day (Fig. 5). At 90th day, the IgG1
antibody reactivity against each antigen significantly

Fig. 2 Electron micrographs
showing the localization of
NTPDase 1 in L. amazonensis
promastigotes using immune
serum anti-r-potDomain B (a—
d) and a colloidal gold-
conjugated secondary antibody.
Gold immunocomplexes of
anti-peptide antibody are
distributed at a—c the surface of
plasma membrane (big arrow),
b, d nucleus (arrowhead), and
a, ¢, d mitochondria and
kinetoplast (arrowheads) and at
a, ¢, d flagellar pocket and
flagellum (big arrows). FL
flagellum, FP flagellar pocket,
K kinetoplast, N nucleus
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Fig. 3 Electron micrographs
showing the localization of
NTPDase 1 in L. amazonensis
promastigotes using immune
serum anti-LbB1LJ (a, c, e),
anti-LbB2LJ (b, d, f), and a
colloidal gold-conjugated
secondary antibody. Gold
immunocomplexes of anti-
peptide antibody are distributed
at b—f the surface of plasma
membrane (big arrow), ¢, d
nucleus (arrowhead), and a, b, f
mitochondria, and kinetoplast
(arrowheads) and at a, b, e, f

flagellar pocket and flagellum
(big arrows). FL flagellum, FP
flagellar pocket, K kinetoplast,
N nucleus

increased about 18- to 24-fold when compared to the 12th
day and remained elevated even at 120th after infection
(Fig. 5a, ¢, ¢).

On the other hand, significantly higher IgG2a antibody
reactivity with r-potDomain B was observed at 40th day, about
fourfold higher than those found in early stages of the infection,
at 12th or 20th day (Fig. 5b). At 60 and 120 days after infection,
IgG2a antibody reactivity with r-potDomain B decreased,
remaining slightly augmented when compared with the 12th
or 20th day (Fig. 5b). Significantly higher 1gG2a antibody
reactivity with LbB1LJ was evidenced at 40th and 60th days,
about three to ninefold higher than those found in early stages
of the infection at 12th or 20th day (Fig. 5d), whereas with
LbB2LJ was two- to fivefold higher at 40th and 90th days
(Fig. 5f). Apparently, the conserved B domain is capable to
induce IgG2a production in early stages of infection.
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Discussion

As previously reported, an antigenic L. amazonensis
NTPDase isoform was partially purified from promastigote
membrane fraction and identified as a diffuse band of 58—
63 kDa by cross-immunoreactivity with rabbit polyclonal
anti-potato apyrase antibodies (Coimbra et al. 2002; 2008).
Now, immunoreactivity with immune sera anti-r-potDomain
B and anti-LbB1LJ or anti-LbB2LJ antibodies, used in this
work as molecular tools, recognized the specific NTPDase 1
as diffuse bands of about 58-63 kDa in total promastigote
preparation and in plasma membrane, flagellar, and micro-
somal fractions, reinforcing the hypothesis that the conserved
domain-B within L. amazonensis NTPDase 1 is the major
responsible by the cross-immunoreactivity detected with po-
tato apyrase (Coimbra et al. 2008) and, also, suggesting
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Fig. 4 Kinetic of footpad swelling in BALB/c mice infected with 10e6
L. amazonensis promastigotes. Progressive increased size of the lesions
was analyzed by Tukey’s multiple comparison test

Fig. 5 Antibody reactivity with a

widespread subcellular locations of this parasite protein. It is
interesting to observe that both immune sera anti-LbB1LJ and
anti-LbB2LJ, more specific than the immune serum anti-r-
potDomain B, were able to detect an additional band of
48 kDa. The L. amazonensis NTPDase 1, annotated by us in
NCBI database, has >80 % identity with the conserved
NTPDase 1 isoforms annotated in the genome of L.
braziliensis, L. infantum, or L. major (Peacock et al. 2007)
and predicted molecular weights of approximately 48 kDa.
Thus, the 48- and 58—63-kDa bands are possibly forms of the
same protein subject to post-translational processing, which
could be involved in function and/or subcellular localization
(Kamath et al. 2011).

Ultrastructural immunocytochemical microscopy identi-
fied the specific L. amazonensis NTPDase 1 at the surface of
the plasma membrane and at the flagellar pocket and flagel-
lum. Besides this ecto-localization, the NTPDase | protein
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was also detected at mitochondrial membrane and kineto-
plast and in nucleus and was associated with cytoplasmic
vesicles, corroborated by the Western blots of L.
amazonensis promastigote fractions and as also demonstrat-
ed for L. braziliensis NTPDase 1 (Rezende-Soares et al.
2010; Porcino et al. 2012). Ecto-NTPDase activity in L.
amazonensis amastigotes has been associated to the nutri-
tional requirements of the parasite inside mammalian mac-
rophages (Pinheiro et al. 2006) and in promastigotes as a
virulence factor influencing host inflammatory responses
(Souza et al. 2011). The ubiquitous distribution of the spe-
cific L. amazonensis NTPDase 1 isoform shown here sug-
gests its additional involvement in distinct metabolic
pathways, modulating growth and morphological changes
during its life cycle.

High antibody reactivity with either r-potDomain B or
synthetic peptides LbBI1LJ and LbB2LJ was found in L.
amazonensis-infected BALB/c mice indicating the antige-
nicity of the B domain from NTPDase 1 isoform. The shared
B domains from the NTPDases isoforms of L. braziliensis, L.
infantum, and Schistosoma mansoni are also antigenic, as
previously demonstrated by the antibody reactivity of pa-
tients or dogs naturally infected (Faria-Pinto et al. 2008;
Rezende-Soares et al. 2010; Vasconcelos et al. 2009;
Maia et al. 2011, 2013). In addition, both r-potDomain B
and synthetic peptides derived from B domains have
immunostimulatory properties inducing IgG1l and IgG2a
antibody production (Mendes et al. 2011; Maia et al. 2011),
which inhibit in vitro parasite NTPDase activity and/or
promastigote proliferation (Porcino et al. 2012; Maia et al.
2011; 2013). These data reinforce the hypothesis that the
conserved B domain from L. amazonensis NTPDases 1 is
also a target for the host immune response.

To access the time course of appearance of specific IgG1
and IgG2a antibodies reactive with either r-potDomain B,
LbBI1LJ, or LbB2LJ, we analyzed the disease progression in
susceptible L. amazonensis-infected BALB/c mice, and new
features must be pointed out on the conserved B domain.
Previous histopathological analysis demonstrated that suscep-
tible infected-BALB/c mice present at 20th day discreet inflam-
matory infiltrates at the site of inoculation and few parasitized
macrophages. At 40th day, a great number of mast cells were
observed in the cortical region from draining lymph nodes. The
infiltrates increase progressively during the course of the infec-
tion, and at 90th day, draining lymph nodes contain parasitized
macrophages and giant cells, thus forming a tuberculoid gran-
uloma (Abreu-Silva et al. 2004). As shown here, IgG1 reactiv-
ity with either r-potDomain B, LbBILJ, or LbB2LJ
significantly increased at 90—120 days postinfection, coincid-
ing with the more active stage of the disease. On the other hand,
epitopes within conserved B domain from L. amazonensis
NTPDase 1 apparently are also capable to induce IgG2a pro-
duction in early stages, as demonstrated by higher reactivity of

@ Springer

this isotype with r-potDomain B, LbBI1LJ, or LbB2LJ at 40th
day postinfection. In mice, the IgG1 isotype is associated to
pathogenicity and chronicity of Leishmania mexicana infection
inducing IL-10 that suppresses a Thl-type immune response,
whereas IgG2a/c isotype is possibly associated to resistance
mechanisms (Chu et al. 2010). Protection against developmen-
tal of dermal pathology and reduction in the L. major
amastigote burden was obtained by immunization of BALB/c
mice with conserved ribosomal proteins combined to CpG
oligodeoxynucleotides as adjuvant (Iborra et al. 2008). This
protocol of immunization shifts a Th2-type immune response,
associated with susceptibility, for a specific Thl-type immune
response, with IFN~y production and a remarkable reduction of
IgG1 and increased IgGG2a antibody production against these
specific antigens (Iborra et al. 2008). In addition, it was able to
control a secondary L. major challenge, also with production of
high IFN-y level, and a high IgG2a/IgG1 antibody ratio for
ribosomal proteins (Ramirez et al. 2010). In view of these
previously reported associations between IgG subtypes and
infection, we hypothesize that the conserved B domain from
L. amazonensis NTPDase 1, and possibly of other NTPDase 1
isoforms from Leishmania spp. (Faria-Pinto et al. 2008;
Rezende-Soares et al. 2010; Vasconcelos et al. 2009;
Porcino et al. 2012; Maia et al. 2011, 2013), participates in
different immune responses, contributing with both disease
immunomodulation and mechanisms that mediate susceptibil-
ity or resistance to infection.

Microsomal and flagellar fractions of L. amazonensis
promastigotes, also used in this work, inoculated in
Swiss Webster mice previously immunomodulated by
BCG injections had strong protective ability, reducing
footpad swelling and amastigotes load in lesions
(Zaverucha do Valle et al. 2007), and possibly the
NTPDase isoform contributed with these results. Recent-
ly, it was demonstrated that preimmunization of BALB/c
mice with a recombinant form of an antigenic 7. gondii
NTPDase isoform combined with alum elicits a strong
cellular and humoral immune response, with predomi-
nance of IFN-y and IgG2a production, inducing partial
protection against virulent 7. gondii strains (Tan et al.
2011). We believed that r-potDomain B, synthetic pep-
tides or its derivatives, combined with a suitable adju-
vant, could be tested in experimental protocols of
immunotherapy and vaccination for leishmaniasis.
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