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Resumo

As NTPDases (nucleosideo trifosfato difosfohidrolases) sao enzimas que hidrolisam nucleosideos
di- e trifosfatados sob ativagédo de ions bivalentes. Uma atividade NTPDasica foi caracterizada em
promastigotas de Leishmania infantum, um protozoario causador de leishmaniose visceral.Neste
trabalho, a NTPDase 1 foi purificada de preparagdo de promastigotas usando como estratégia
eletroforese em gel ndo-desnaturante e os detergentes deoxicolato de sddio e Triton X-100, os
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quais preservam a atividade fosfohidrolitica desta enzima. Apds eletroforese, incubagédo do gel
com ATP e inibidor de ATPases do tipo P permitiu a visualizacdo de uma unica banda com
depdsito branco de fosfato de calcio. Esta banda ativa foi isolada e por SDS-PAGE e coloragéo
pela prata foi identificada como polipeptideos de 50 e 47 kDa. Por Western blot, os dois
polipeptideos foram reconhecidos pelo soro imune anti-LbB1LJ, o qual reconhece especificamente
a porcao N-terminal do dominio B de NTPDases 1 de Leishmania. Por espectrometria de massas,
a identidade da NTPDase 1 foi confirmada pela identificacdo de seis peptideos ftripticos
coincidentes com a NTPDase 1 anotada em seu genoma (NCBI gi|134068433), uma cobertura de
19% de sua sequéncia primaria. As atividades ATPasica (555 + 93 nmol Pi x mg™" x min'1) e
ADPasica (644 + 38 nmol Pi x mg' x min") revelaram um indice de purificacdo de
aproximadamente 62 vezes e uma razao de atividade ATPase/ADPase de aproximadamente 1,
confirmando a efetividade desta estratégia para o isolamento da NTPDase 1 de promastigotas de
L. infantum.

Palavras-chave: NTDPase. ATP difosfohidrolase. Leishmaniainfantum. Leishmaniose visceral.

Abstract

The NTPDases (nucleoside triphosphate diphosphohydrolases) are enzymes that hydrolyze di-
and triphosphate nucleosides under activation of bivalent ions. An NTPDase activity was
characterized in Leishmaniainfantum promastigotes, a protozoan parasite that causes visceral
leishmaniasis. In this work, NTPDase 1 was purified from the promastigotes preparation using as
strategy non-denaturing gel electrophoresis and detergents sodium deoxycholate and Triton X-
100, which preserve the phosphohydrolytic activity of this enzyme. After electrophoresis,
incubation of the gel with ATP and P-type ATPase inhibitor allowed visualization of a single band
with white deposit of calcium phosphate. This active band was isolated, and by SDS-PAGE and
silver staining it was identified as 50 and 47 kDa polypeptides. By Western blot, both polypeptides
were recognized by anti-LbB1LJ immune serum, which specifically recognizes N-terminal portion
of the domain B from the LeishmaniaNTPDases 1. By mass spectrometry, NTPDase 1 identity
was confirmed by the identification of six tryptic peptides coinciding with L. infantumNTPDase
annotated in its genome (NCBI gi|134068433), coverage of 19% of its primary sequence. The
ATPase (555 + 93 nmol Pi x mg™ x min™') and ADPase (644 + 38 nmol Pi x mg™' x min™) activities
revealed an index of approximately 62-fold purification and an ATPase/ADPase activity ratio of
approximately 1, confirming effectiveness of this strategy for isolation of the NTPDase 1 from L.
infantum promastigote.

Keywords: ATP diphosphohydrolase. NTPDase. Leishmania infantum. Visceral leishmaniasis.

1 INTRODUGAO

No Brasil, a leishmaniose visceral € uma doenga causada principalmente pelo
protozoario Leishmania infantum,e tem como vetor o flebotomineo infectado que, por
meio de sua picada, transmite o parasito aos seres humanos, cdes e outros animais
domésticos ou selvagens. E uma doenca zoonética, endémica e grave, cujo tratamento
nao assegura cura total, e estratégias para diagnosticar e prevenir a infec¢gdo e a doencga
estdo em desenvolvimento (MAIA, 2015; TRAVI et al., 2018).

Recentemente, uma nucleosideo trifosfosfato difosfohidrolase 1 (NTPDase 1) foi
identificada em L. infantum (MAIA et al., 2013). Esta proteina, pertencente a familia das

NTPDases (KNOWLES, 2011), hidrolisa nucleosideos di- e trifosfatados e & ativada por
2
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ions bivalentes, sendo o calcio o ion de melhor efetividade para a hidrélise de ATP e ADP
(MAIA et al., 2013). As NTPDases podem existir como isoformas no mesmo organismo,
com diferentes especificidades para os seus substratos e ions bivalentes, e estao
relacionadas a recuperacdo de purinas e/ou a mecanismos de protecdo contra o
organismo hospedeiro controlando os niveis dos nucleotideos em diferentes processos
fisiologicos tais como agregacéao plaquetaria, respostas imunes, viruléncia, infectividade e
adesao celular (KNOWLES, 2011; MARCONATO et al., 2017; PAES-VIEIRA et al., 2018).

As sequéncias de aminoacidos de NTPDases de diversos organismos foram
alinhadas e analisadas. Além das regides conservadas comuns a estas proteinas (ACRs;
“apyrase conserved regions”), um dominio adicional de 40 aminoacidos de alta identidade
e altamente conservado foi particularmente identificado em NTPDases de plantas e
organismos patogénicos de linhagens filogenéticas distintas, e foi chamado dominio B
(FARIA-PINTO et al., 2008; MAIA et al., 2011). Um polipeptideo recombinante e peptideos
sintéticos derivados deste dominio B foram obtidos e caracterizados como ricos em
epitopos de células B, justificando a antigenicidade encontrada em NTPDases de
Schistosoma mansoni, Leishmania braziliensis, Leishmania amazonensis e L. infantum,
bem como a reatividade cruzada com as apirases de batata (Solanum tuberosum) e
esponjinha (Calliandra brevipes), proteinas de plantas também pertencentes a familia das
NTPDases (FARIA-PINTO et al., 2008; REZENDE-SOARES et al., 2010; MENDES et al.,
2011; PORCINO et al., 2012; DETONI et al., 2012, 2013; MAIA et al., 2011, 2013, 2019a,
2019b). Atentos aos diferentes ciclos de vida e a localizagdo destas proteinas em
parasitos, a antigenicidade de epitopos especificos das NTPDases tem sido estudada por
nos, assim como a suscetibilidade da proteina e dos respectivos parasitos a anticorpos
antiproliferativos e a novos compostos leishmanicidas.

Visando a triagem e estudo dos modos de acdo de novos compostos
leishmanicidas, foi de nosso interesse a obtengado da NTPDase 1 de L. infantum na sua
forma pura e nativa, e as estratégias metodolégicas empregadas estdo descritas neste
trabalho.

2 METODOLOGIA

21 Obtencao de promastigotas de L. infantum e determinagcdao da atividade
fosfohidrolitica.A obtencdo, o cultivo e a preparagdo do homogeneizado de
3
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promastigotas de L. infantum (MHOM/BR/1972/BH46) foram realizados como previamente
descrito (MAIA et al.,, 2013). Para a medida da atividade enzimatica, a preparagdo de
promastigotas (0,1 mg de proteina/mL) foi incubada a 37°C em tampdo MOPS 50 mM, pH
7,4, 100 uM de ortovanadato de sédio e 1 mM de CaCl,. A reagao foi iniciada pela adicdo
de 3 mM do substrato ATP ou ADP e interrompida aos 60 minutos pela adicido de HCI 0,1
N. Reacdo colorimétrica foi desenvolvida para a medida da quantidade do fosfato
inorganico (Pi) liberado (MAIA et al., 2013). Foram feitos dois experimentos em duplicata.

2.2 Purificagdo da NTPDase 1 por eletroforese em gel de poliacrilamida nao-
desnaturante. A eletroforese em gel de poliacrilamida ndo-desnaturante foi realizada
conforme descrito previamente (MAIA et al.,, 2013), com pequenas modificagdes.
Brevemente, uma aliquota da preparagdo de promastigotas foi homogeneizada em
Tampao MOPS 50 mM, pH 7,4, suplementado com CaCl, 1 mM, Triton X-100 0,2% e
DOC 0,2%. Tampé&o de amostra para eletroforese (Tris-HCI 0,125 M, pH 6,8, glicerol 10%
e azul de bromofenol 5%) foi adicionado a este homogeneizado. Aliquotas de 100 pg de
proteina total foram aplicadas em pocos de géis de poliacrilamida 6% preparados com a
adicao de Triton X-100 0,1% e deoxicolato de sddio (DOC) 0,1%. A eletroforese foi feita
em equipamento Mini-Protean Il Cell (BioRad) a 130 V a 4°C por 4 horas, usando um
tampdo de corrida contendo estas mesmas concentracbes de detergentes. Apds a
corrida, os geéis foram lavados por 40 minutos em tampdo MOPS 50 mM, pH 7,4, com
troca de tampao por duas vezes, e incubados por duas horas a 37°C em meio de reagao
(MOPS 50 mM, pH 7,4, ortovanadato de sodio 100 uM, CaCl, 10 mM) e 5 mM de ATP. Um
precipitado de fosfato de calcio branco foi identificado sobre a banda com atividade
fosfohidrolitica, e o gel foi fotografado contra um fundo escuro. A regido do gel
correspondente ao centro da banda ativa foi cortada e os pedagos de gel agrupados.
Apods eletroeluicdo, dessalinizagao e liofilizagdo, o conteudo proteico foi medido (Pierce
BCA Protein Assay Kit; Thermo Scientific, USA).

Para verificar a eficiéncia da purificagcao e identificagcdo da NTPDase 1, aliquotas (1
Mg de proteina) foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 10% com
dodecil sulfato de sodio 0,1% (SDS-PAGE 10%), e parte do gel foi corada pela prata e
Coomassie blue, e a outra parte teve suas proteinas eletrotransferidas para membrana de
nitrocelulose para realizagdo de Western blots (MAIA et al., 2013). A membrana foi
bloqueada (tampao fosfato 0,15 M, pH 7,4, Tween 20 0,3% e caseina 2%) e incubada por
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6 horas a temperatura ambiente com o soro policlonal de camundongo anti-LbB1LJ
diluido 1:200 usando procedimentos padrao (MAIA et al., 2013). A reatividade foi revelada
por quimioluminescéncia usando anticorpos secundarios anti-lgG de camundongos
acoplados a peroxidase e o Luminol como substrato (Kit ECL Western blotting System;
GE Healthcare Life Sciences, Sao Paulo, Brasil) e exposi¢ao a filmes de raio X.

Para analise por espectrometria de massas, apés SDS-PAGE 10% e coloragao pelo
Coomassie blue, a banda de aproximadamente 50 kDa foi cortada, descorada,
desidratada, reduzida por ditiotreitol (DTT), alquilada por iodoacetamida e digerida por
tripsina (http://Inbio.cnpem.br/facilities/mass-spectrometry/sample-preparation/). Os
peptideos tripticos foram separados por C18 (100 mm x 100 mm) RP-nanoUPLC
(nanoAcquity, Waters) acoplada ao espectrdmetro de massa Q-TOF-Premier (Waters), e
os espectros foram obtidos usando Waters MassLynx™ v.4.1 Software (ARAGAO et al.,
2012). Os arquivos de dados brutos foram convertidos em um formato de lista de picos
(mgf) sem soma das varreduras pelo Mascot Distiller v. 2.3.2.0 (2009; Matrix Science
Ldt.), e investigados contra a sequéncia da ATP difosfohidrolase de L. infantum(NCBI;
gi|134068433) usando Mascot engine 2.3.01 (Matrix Science Ldt.).Os parametros de
pesquisa foram a carbamidometilagdo como modificagao fixa; oxidacdo de metionina ou
histidina ou fosforilagdo de serina ou treonina como modificagdes variaveis; uma clivagem
perdida na tripsinizacdo e tolerancia MS/MS de 0,3 Da. Apenas os peptideos com um
minimo de cinco residuos de aminoacidos (p <0,05) foram considerados nos resultados. A
analise de espectrometria de massas foi realizada nas instalagcbes do Laboratorio
Nacional de Biociéncias (LNBio), Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais

(CNPEM), em Campinas, S&o Paulo, Brasil.

2.3 Medida de atividade fosfohidrolitica da NTPDase 1 pura. Outros géis nao-
desnaturantes foram desenvolvidos nas mesmas condi¢des experimentais ja descritas.
Para a identificagdo da banda com atividade fosfohidrolitica, o primeiro pogo do gel foi
cortado e, apds incubacdo com o substrato ATP e identificacdo da banda contendo o
precipitado de fosfato de calcio, foi pareado com o restante do gel para o recorte da area
correspondente ao centro da banda ativa. A atividade fosfohidrolitica da NTPDase 1 pura
(0,3 pg) aprisionada em corte de gel foi testada em tubo usando meio de reag&o contendo
MOPS 50 mM, pH 7,4, C12E9 1 mg/mL e CaCl, 5 mM. A reacao foi iniciada pela adigao
de 3 mM de ATP ou ADP, a 37°C, e apds 60 minutos foi interrompida pela adigao de HCI
5
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0,1 N. Como branco, foram usados recortes de outra regido do gel. A quantidade de
fosfato inorganico (Pi) liberado foi determinada por reag&o colorimétrica (MAIA et al.,
2013). Foram feitos dois experimentos em duplicata.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho teve como objetivo estabelecer um método de obtencdo da
NTPDase 1 de L. infantum com elevado grau de pureza, preservando ainda a sua
atividade catalitica. Para isso, uma eletroforese em gel ndo-desnaturante foi idealizada,
na qual o detergente dodecil sulfato de sédio (SDS; anibnico) utilizado em SDS-PAGE foi
substituido por deoxicolato de sddio (DOC; aniénico) e Triton X-100 (n&o ibnico), ambos
testados previamente em concentragdes variadas (MAIA, 2015). Assim, uma preparagao
de promastigotas solubilizada em DOC e Triton X-100 0,2% foi aplicada em gel néo-
desnaturante (100 ug/pogo). Apds a corrida eletroforética, o gel foi revelado com o
substrato ATP na presenca de calcio e, como mostrado, foi evidenciada a NTPDase 1
pelo aparecimento de depdsito branco de fosfato de calcio sobre uma unica banda com
atividade ATPasica (Figura 1A). A revelagdo conduzida na presengca de 100 uM de
ortovanadato no meio de reacao descartou o aparecimento de bandas de ATPases do
tipo P, enzimas também presentes no género Leishmania (COIMBRA et al., 2008).

A regido central de cada banda de atividade foi cortada. Estes recortes foram
reunidos e submetidos a eletroeluicdo, dessalinizacéo e liofilizacdo. O conteudo proteico
foi mensurado, o que permitiu estimar o valor de 0,3 pg de NTPDase 1 em cada 100 ug
de preparagao de promastigotas.

Apos SDS-PAGE 10% e coloragdao pela prata, somente duas bandas de
aproximadamente 50 e 47 kDa foram visualizadas (Figura 1B, S), ambas identificadas
como NTPDase 1 por Western blot usando o soro imune anti-LbB1LJ (Figura 1B, Wb), o
qual reconhece especificamente a por¢ao N-terminal (r82-103) do dominio B (r82-121) de
NTPDase 1 de Leishmania. Portanto, as bandas reativas de 50 e 47 kDa correspondem a
NTPDase 1 anotada no genoma de L. infantum (CAM66723; MW 47222.93) e,
possivelmente, sdo formas da mesma proteina sob processamento pds-traducional, o
que foi preservado neste processo de purificagdo (MAIA et al., 2013). A banda de 50 kDa,
proteina integra com suas possiveis modificagcbes pos-traducdo e livre de possivel
protedlise inespecifica durante o processamento, foi preparada para analises
espectrométricas, usando Q-TOF-Premier. A identidade da NTPDase 1 de L. infantum foi
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confirmada por meio dos espectros de seis peptideos coincidentes com a NTPDase1
anotada em seu genoma (NCBI; gi|134068433), resultando em uma cobertura de 19% de

sua sequéncia primaria (Figura 1, C e D).

Figura 1- Isolamento e identificacdo de NTPDase 1 ativa. (A) A NTPDase 1 de
preparagcao de promastigotas foi identificada por eletroforese em gel ndo-desnaturante
pelo depdsito branco de fosfato de calcio, resultado da hidrolise de ATP. O gel foi
fotografado contra um fundo preto (MAIA, 2015). (B) SDS-PAGE 10% e coloragao pela
prata (S) ou Western blot (WB) usando soro imune anti-LbB1LJ. (C) Sequéncia primaria
da NTPDase 1 de L. infantum (gi|134068433) e (D) analise por espectrometria de massa
de peptideos tripticos da banda de 50 kDa, que identificou os espectros de 6 peptideos

coincidentes (19% de cobertura), sublinhados em sua sequéncia primaria

1 MRPYSSVRRM TQQSKRLRIA GTLVLSALVI FGFLVYYQSP LLSPCDSAYA
51 NVYDVVIDAG STGSRVHVFQ YERGRTGLVL LRERFKRVEP GLSSFATDPD
101 GAKESLAGLL RFADKVVPQS YQKCTFVTLK ATAGLRLLPE SVQQVLLDAA
151 QHTLNASPFQ SRGASIISGA QEGVYGWLTV NYLLNRLDTD VATVATIDMG
201 GASTQVVFET TPTSGEWLPF NYAHQLRTPK RTITMYQHSY LGLGMNEAKK
251 KLMMSFAEAN GTSSFPCFPR GYAKRLNDVE LRNSDATDFD ACAGLFREHV
301 ITKTTCKFDA CGARGVPQPL FPSRRHLIYA FSYFYDRLYH FSKEGSPVYV
351 SSYKEVGQEV CHRESARRTT APEETACMEL AYMYSFLTYG LGLSDATALT
401 VPNRIEGMAV SWSLGSSLSF LLKME

D

Peptideo Sequéncia NC F m/z MM (Da) MT (Da) Delta MD TR (min) E

1-8 -.MRPYSSVR.R 7 0 578.3242 1154.6337 1154.4345 0.1993 S5;56 15.807 17
131- 162 K.ATAGLRLLPESVQQVLLDAAQHTLNASPFQSR.G 10 1 1149.8789 3446.6149 3446.8270 -0.2121 H22 24.822 11
231-249 K.RTITMYQHSYLGLGMNEAK.K 1 1 834.4248 2500.2525 2499.9606 0.2919 T2;T4;M5;H8;59;M15 10.217 3
315-324 R.GVPQPLFPSR.R 4 0 589.3200 1176.6255 1176.5693 0.0562 s9 15.122 13
344 - 354 K.EGSPVYVSSYK.E 1 0 688.3837 1374.7528 1374.5146 0.2383 $3;58 18.454 3
405 - 423 R.IEGMAVSWSLGSSLSFLLK.M 2 0 1013.0061 2023.9976 2024.0652 -0.0676 - 20.879 5

NC, nimero de cépias; F, falha na tripsinizagdo; M/Z, razdo massa/carga observada; MM, massa medida; MT, massa tedrica; MD, modificacdes (S ou T fosforilada; H ou M oxidada);
TR, tempo de retengdo; E, escore idnico individual indicando identidade com erro menor que 5% (p < 0,05)

Fonte: elaboragao propria; MAIA, 2015.

Para a medida da atividade catalitica da NTPDase 1 purificada, novos géis nao-
desnaturantes como aquele mostrado na Figura 1 foram feitos. Nestes géis, apenas o
primeiro pogo foi isolado e revelado com ATP. Apds visualizagdo da banda de atividade,
o restante do gel foi pareado e usado para o recorte da area correspondente ao centro da
banda ativa. Neste experimento, DOC e o Triton X-100 foram removidos e substituidos
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por imersao dos géis em meio contendo C12E9, detergente ndo ibnico que também
preserva o dobramento adequado e a atividade catalitica desta enzima (MAIA et al.,
2013). Os pedacos de gel contendo a NTPDase 1 aprisionada (0,3 pg) foram ensaiados
por método colorimétrico usando ATP ou ADP como substrato (Figura 2). As atividades
ATPasica e ADPasica foram 555 + 93 e 644 + 38 nmol Pi x mg™' x min™, respectivamente
(Figura 2). Esta atividade revela um indice de purificagdo de aproximadamente 62 vezes
quando comparada a atividade fosfohidrolitica da preparagdo de promastigotas usada
(Figura 2; PP, ATPase, 9,01 + 1,47 nmol Pi x mg™ x min™"; ADPase, 10,18 + 2,50 nmol Pi
x mg”' x min") e uma razdo de atividade ATPase/ADPase de aproximadamente 1,

confirmando a efetividade desta estratégia de isolamento da NTPDase 1 de L. infantum.

Figura 2— Atividade da NTPDase 1 pura. A atividade da preparagdo de promastigotas
(PP) e da NTPDase 1 nativa contida em pedago de gel (NTPDase 1) foi medida por
espectrofotometria, conforme descrito em Metodologia. A figura mostra a média + desvio

padrao de 2 experimentos feitos em duplicata

800 - OPP

BNTPDase 1
700 -
600 -
500 -
400 -
300 -

200 +

Atividade (nmol Pi x mg-! x min-')

100 -

0

ATP ADP

Fonte: elaboragao propria.

4 CONCLUSAO

A estratégia de purificagdo da NTPDase 1 L. infantum usando eletroforese em gel nao-
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desnaturante foi bem-sucedida, como comprovado por SDS-PAGE, Western blot,
espectrometria de massas e medida de atividade enzimatica. Esta proteina é obtida em
sua forma nativa e com atividade catalitica, e esta sendo usada em testes de
suscetibilidade a novos compostos leishmanicidas, o que permitira contribuir na
descoberta de novos protocolos contra as leishmanioses bem como no estudo de seus

modos de acéo.
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