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Resumo

A leishmaniose é uma doenga que ameaca cerca de 350 milhdes de pessoas a
nivel mundial. O tipo mais grave da doencga é a leishmaniose visceral, causada pelo
parasita Leishmania infantum, com incidéncia na bacia do Mediterrdneo e América
latina. Ndo existem ainda vacinas humanas nem tratamentos eficazes para a
leishmaniose, o controlo desta doenca é insuficiente e a drea afectada pelo parasita
tem aumentado. Consequentemente, a identificagdo de novos alvos terapéuticos
eficazes assume uma elevada importancia.

Este projecto teve como principal objectivo caracterizar o sintase do 6éxido
nitrico (NOS) de Leishmania infantum a nivel estrutural, funcional e cinético ao longo
do ciclo de vida do parasita, e o seu potencial como alvo terapéutico dada a relevancia
deste enzima em processos celulares vitais.

Demonstrou-se pela primeira vez a presenga de um NOS constitutivo
dependente do calcio activo nos diferentes estadios do ciclo de vida de Leishmania
infantum. Foi descoberto que a sua actividade é regulada pelo cofactor
tetrahidrobiopterina (BH4). Apesar da expressdio do NOS ndo variar entre
promastigotas e amastigotas, observou-se que a actividade do enzima é mais elevada
em promastigotas em fase exponencial de crescimento do que em promastigotas em
estado estacionario e amastigotas, evidenciando assim que o NO enddgeno
desempenha um importante papel importante na infectividade dos parasitas.

Apds otimizacdo das condi¢des de producao de NOS recombinante, elucidou-se
pela primeira vez a estrutura quaternaria do NOS de um tripanosomatideo. O NOS de
Leishmania infantum é um homotetramero enquanto os NOS de mamiferossao
homodimeros. Observou-se ainda que o enzima do parasita ndao necessita de
cofactores para formacdo da estrutura quaterndria, sendo no entanto estabilizado pela
ligacdo do heme e do BH4. Este enzima é destabilizado termicamente e por exposicdo
ao NO, similarmente ao enzima de mamiferos. As diferengas estruturais e de sequéncia
entre o NOS do parasita e as isoformas de mamiferos sugerem que este enzima seja
um potencial alvo terapéutico em tripanosomatideos.

Palavras chave: Leishmaniose, Leishmania infantum, Oxido nitrico, Sintase do éxido

nitrico, Promastigota, Amastigota, Heme, Tetrahidrobiopterina



Abstract

Leishmaniasis is a disease that threatens 350 million people worldwide. The
most serious type of the disease is the visceral leishmaniasis, caused by Leishmania
infantum in the Mediterranean sea and Latin America. There are no human vaccines
nor efficient treatment methods for the disease, the control of the infected animals is
inefficient, and the area affected by the parasite is expanding. Therefore, the discovery
of new therapeutic targets is extremely important.

Our aim was to characterize kinetic, functional and structurally the nitric oxide
synthase (NOS) from Leishmania infantum, during the parasite’s life cicle, accessing the
potential of the NOS as a therapeutic target, due to its great importance for the cell.

We showed for the first time the existence of a calcium-dependent constitutive
NOS, which is active during the different stages of Leishmania infantum’s life cycle.
This enzyme’s activity is regulated by the cofactor BH,; and its expression does not
change between promastigotes and amastigotes. However, we showed that its activity
is higher in exponential growth phase promastigotes than in stationary phase
promastigotes and amastigotes. This way, it was shown that endogenous NO is
important for parasite’s infectivity.

After optimization of the recombinant enzyme production, we unveiled for the
first time the quaternary structure of a NOS from a trypanosomatid. The NOS from
Leishmania infantum is homotetrameric, while the mammalian NOS are homodimers.
It was also observed that the parasite’s NOS does not need the presence of cofactors
for the assembly of the quaternary structure. However, it is stabilized by the ligation of
the heme group and tetrahydrobiopterin (BH,4), and destabilized by high temperature
and NO, similarly to the mammalian enzymes. The differences regarding the structure
and sequence of the parasite’s and mammalian NOS, point this enzyme as a potential
therapeutic target in trypanosomatids.

Keywords: Leishmaniasis, Leishmania infantum, Nitric oxide, Nitric oxide synthase,
Promastigote, Amastigote, Heme, Tetrahydrobiopterin



Abreviaturas

BH4
BSA
cGMP
cNOS
DNA
DTT
EDTA
EGTA
eNOS
FAD
FMN
FTICR
GSH
GAPDH
GSNO
HEPES
HIV
HPDP-Biotina

iNOS
IPTG
K

LB
LINOS
LTD

LTP
LT-PAGE
MALDI
MES
Met-Hb
MMTS
mRNA
MS
NADPH
NNA
nNOS
NO

Tetrahidrobiopterina

Albumina de soro bovino

Cyclic guanosine monophosphate

NOS constitutivo

Acido desoxirribonucleico

Ditiotreitol

Ethylenediaminetetraacetic acid

Ethylene glycol tetraacetic acid

NOS endotelial

Flavin adenine dinucleotide

Flavin mononucleotid

Fourier transform ion cyclotron resonance
Glutationo (reduzido)

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
Nitrosoglutationo
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
Virus da imunodificiéncia Humana
N-[6-(biotinamido)hexyl]-3"-(2"-pyridyldithio)
propionamide - Biotina

NOS indutivel

Isopropyl 8-D-1-thiogalactopyranoside
Constante de Michaelis-Menten
Luria-Bertani

NOS de Leishmania infantum

long-term depression

Long-term potentiation

Low temperature SDS-PAGE

Matrix assisted laser desorption/ionisation
2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid
Metahemoglobina

Methyl methane thiosulfonate

RNA mensageiro

Espectrometria de massa

Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
N-nitro-L-arginine

NOS neuronal

Oxido nitrico



NO;’
NO3’
NOS
Oxi-Hb
PBS
PMF
PTM
PVDF
RNA
RNS
ROS
RT
SEM
SDS-PAGE

TBS
TBST
TCA
v
WHO

Nitrito

Nitrato

Sintase do dxido nitrico
Oxihemoglobina

Tampao fosfato salino
Peptide Mass Fingerprinting
Modificacdo pds-traducional
Polyvinylidene difluoride
Acido ribonucleico

Espécies reactivas de azoto
Espécies reactivas de oxigénio
Temperatura ambiente
Standard error of the mean
Sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel
electrophoresis

Tampao Tris salino

TBS com tween 20

Acido tricloroacético
Velocidade limite

World Health Organization


http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_dodecyl_sulfate
http://en.wikipedia.org/wiki/Polyacrylamide
http://en.wikipedia.org/wiki/Gel_electrophoresis
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Indice

R 13 Y (o Yo [V T oo TSPt 1
1.1 - Género Leishmania e Ciclo de Vida........ccccoieiriiiiiiiieneceeeeeeee e 1
1.2 - Tip0S de 1EISHMANIOSE .....eiiieiiiieeccetee e e et e e e ree e s e e e e e nbe e e e enreas 2
1.3 - Leishmaniose: Uma enfermidade ainda sem solugao! .........cccceevviiieriniieeincieee e, 6

1.4 - Leishmania infantum e leishmaniose visceral na actualidade: um problema
(ol /=Y ol o ) = 7

1.5 - Sintase do oxido nitrico — Um potencial alvo terapéutico contra Leishmania infantum .. 8

O T [N AL R aTole X ([0 IO 9
1.7 - FUng0es do NO €M MamiferosS.......uiiiciiieiiiiiieeeiiee e erree e s sree e esree e e sre e e s sare e e e s abae e e eares 9
1.8 - SINtESE B NO ...ttt ettt e st e st e s be e e sb e e e bt e e sabeesbeeesabeesneeas 10
1.9 - Isoformas de sintase do OXidO NItHICO .....cueerviiiiiiiriiieiee e 11
1.10 - Oxido Nitrico e LeiSAmMania iNfANTUM ............ccceeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 13
AR ] o 1= 1 1Yo L3 USRS 15
3 - Materiais € IMELOTOS .....ceiiiiiiiieeiee ettt ettt e sab e st e s bee e sbee s bt e e sabeesbeeesaneesanes 16
3.1 - Expressao do NOS recombinante de L. infantum ...........cccocoveeivciieieciieeiecieeeeccieee s 16
3.2 - Purificacdo do LINOS recomMbiNaNnte .......cceivciiiieiiiiiiieicieeecciieee st e e siee e e e e svaee e 16
3.3 - Producdo e purificacdo de anticorpo anti-LiNOS .........c..cceeeeciieeecciiee e et eecvree e 17
3.4 - ANAlISES POI WESLEIN DIOT ........ooeeeeeee ettt e ettt e et e e e e ettee e e e ebae e e e ebaeeaeeaes 17
3.5 - Preparacdo extractos de Leishmania infantum ..............ccccccoueeeeecveeeeeciieeeeecieeeeecieeeeeans 18
3.6 - Digestao de proteinas in gel para analise por MALDI-FTICR........ccccceeveiieeiecieeeeecieeeeeans 19
3.7 - Andlise dos eSPECLrOS AE MIS........uuiiiiiciieee ettt e e ebee e e s s bae e e e sbaaeeeeaes 19
3.8 - ENSAI0S CINGTICOS ..e.uveeiieiiiiiieiieeie ettt sttt ettt sttt sme e e s e neennees 20
3.9 - Identificacdo do heme €m LINOS........ccuuiii ittt e et e e e e ctae e e e eraeeaeeans 21
3.10 - Estudo estrutural do LINOS por LT-PAGE: influéncia do heme, BH, e do NO para a
ESEIULUIA QUATEINATIA. c.uiiiii it e st e e e sbte e e s sbteeeesbaaeeesbeeeeesnseeeasanes 21
3.11 - Nitrosilagao de ProteiNas .......ciicciieiiiiiiee ettt e e e esrre e e s s sbee e e e sbaaeeeeaes 22
4 - RESUIta00S € DISCUSSA0 «.uveeuuriutieiieiieieeniee sttt ettt st ettt st s e e et e b e sneesane e 23
4.1 —NOS de L. infantum: seqUENCcia € dOMINIOS .......cccciuieieeiiiiieeeiiiee e e e e e 23
4.2 - Expressao e purificacdo do LINOS recombinante ..........cccceeeeeciiieeeciieeeccieee e 24
4.3 - Producdo e teste funcional do anticorpo anti-LiNOS...........ccccueeeeiiiireeciieee e 28
4.4 - Andlise do extracto do parasita por western blot ...........ccccevccveeeeciiieeciiiieeeciee e 29

Vi



4.4.1 - PUrificaCAO dO QNEICOIPO c.ccc..nneeeeeeeeeeeeeeteeea e ettt e e e e e e te sttt e e e e e s sssssssasaaaeessans 29

4.5 - Estudo cinético do sintase do 6xido nitrico de L. infantum ............ccccceeevveeeciveeeeccnnnnnn. 36
4.5.1 Detec¢do de actividade enzimdtica em extractos celulares...............ccocueeveveveeennnenn. 36
4.5.2 - Testes com o inibidor N-Nitro-L-Argining (NNA) ..........ccceeeeveeeeevieeeeeiieaeeeciraeeevenn 38
4.5.3 - Influéncia dos substratos e cofactores da reac¢do para actividade enzimdtica...... 39
4.5.4 - Actividade do NOS ao longo do ciclo de vida do parasit@............ccceeeuveevecrvveennnnen. 44

4.6 - Determinagdo da estrutura do LiNOS e elucidacdo do efeito do heme, do BH, e do NO

SODIE @ MESIMA .ttt ettt ettt ettt st et et e b e s be e sae e st e et e e nbeesaeesaeesane 47
4.6.1 - Estudo da estrutura quaterndria do LINOS .................eeeeeeeeeeeciiieeieeeeeeiiiiiiresaaeeenins 48

4.6.1.1 - Preparacgdo de LiINOS recombinante na presenca de BH, e heme.................... 48

4.6.1.2 - Andlise do LINOS recombinante por LT-PAGE..............ccccceeeevvreeeivieeeessirenaenannns 50

4.6.1.3 - Validacdo por MS das estruturas identificadas por LT-PAGE ........................... 53

4.6.2- Influéncia do grupo heme e do BH, para a estrutura quaterndria do LiNOS............ 55
4.6.3 — AcCGO dO NO SODIE 0 LINOS..........ooeeeeeeeeeeeeeeeeee et eetea et e e e ttaa e e eana e e 58
4.6.3.1 - Nitrosilagdo do sintase do dxido nitrico de Leishmania infantum.................... 59

4.6.3.2 — Influéncia do NO sobre a estrutura quaterndria do LINOS. ..............cccccvveenn.... 59

5 - CoONClUSOES € PEISPECLIVAS weiivvriiiiiiiiiieeiiiieeeeiitee e et e e e srre e e e sate e e e s bbee e e ssbeeeesnnbeeeesnreeesensees 64
B = ANEXOS ..ttt e e s e e s e e s b e e e s e e e s nres 66

vii



1- Introducéao

1.1- Género Leishmania e ciclo de vida

O género Leishmania engloba um conjunto de parasitas protozoarios
pertencente a familia dos Tripanossomatidios e que sdo causadores dos diversos tipos
de leishmaniose (revisto em [1-3]). Estes parasitas possuem um ciclo de vida tanto
dimérfico como digenético, caracterizado pela migracdo entre dois hospedeiros
distintos: a mosca da areia fémea (Phlebotomine) e um mamifero (revisto em [4, 5]).

Na mosca da areia, o parasita subsiste na forma de promastigota extracelular:
estado caracterizado pelo aspecto alongado da célula (10-15 um), por uma reproducao
sexuada [6], e pela capacidade mdvel conferida pela presenca de um flagelo (revisto
em [3, 4]). Os promastigotas diferenciam-se e desenvolvem-se ao longo do tracto
gastrointestinal do insecto, através de um processo que comporta varias fases,
culminando na formacdo de parasitas metaciclicos. Neste estado, os parasitas
encontram-se prontos para infectar um hospedeiro vertebrado, migrando para a
cavidade bocal da mosca (revisto em [2, 7, 8]). Quando esta pica um mamifero, os
promastigotas metaciclicos sao injectados para a corrente sanguinea, tornando-se o
mamifero também ele portador de Leishmania (revisto em [2, 3]).

Ao percorrer a corrente sanguinea do novo hospedeiro, os promastigotas sao
fagocitados por macrdéfagos, iniciando entdo a segunda fase do seu ciclo de vida.
Ocorre uma série de alteracdes morfoldgicas e bioquimicas que culminam na
diferenciacdo em amastigota e que possibilitam a adaptacdo as novas condi¢des
acidias no interior dos vacuolos fagociticos das células fagocitarias (revisto em [1, 2,
4]). Ao contrdrio dos promastigotas, os amastigotas sao intracelulares obrigatérios,
nao possuem flagelo, e apresentam uma forma circular ou ovular consideravelmente
menor que os promastigotas (2-3 um) (revisto em [1, 2]). A prépria reproducdo do
parasita sofre alteracdes, passando a ocorrer de forma assexuada (revisto em [2]). E
neste ambiente acidico dos vacuolos fagoliticos que os amastigotas proliferam e se
multiplicam, acabando por levar a morte e ruptura da célula hospedeira. Desta forma,
os parasitas sdo libertados para o exterior, disseminando-se pelo organismo, voltando
posteriormente a ser fagocitados por outras célula do sistema imunitario (revisto em
[2, 8]).

Quando um mamifero infectado é picado por uma mosca da areia, esta ingere
também células fagocitarias repletas de amastigotas. O parasita passa novamente ao
estado de promastigota, e o ciclo recomeca (revisto em [2]).



Pode entdo dizer-se que a mosca da areia funciona como vector para a difusdo
do parasita, enquanto o mamifero desempenha o papel de reservatério do mesmo,
permitindo a sua multiplicacdo (figura 1) (revisto em [9]). Quando o reservatoério
corresponde a um ser humano, diz-se que ocorre uma transmissdo antrdpica, no caso
de esse mamifero nao corresponder ao homem, mas sim a um outro animal, diz-se um

caso de leishmaniose zoonética (revisto em [10]).
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Figura 1: Representacao do ciclo de vida do parasita Leishmania. Quando uma mosca da areia
infectada pica um mamifero, injecta no vertebrado promastigotas infecciosos (1) que dentro
das células fagocitarias se desenvolvem em amastigotas (2 a 4). Quando esse mesmo
vertebrado é picado por outra mosca da areia, esta alimenta-se de sangue com macréfagos
repletos de amastigotas (5 e 6), que na mosca se diferenciam em promastigotas (7 e 8),

recomec¢ando o ciclo [11].

1.2 - Tipos de leishmaniose

A leishmaniose é uma epidemiologia extremamente diversa, na medida em que
20 espécies de leishmania sdo patogénicas para o Homem, enquanto 30 espécies de
mosca da areia tém capacidade para transmitir a doenca (revisto em [3]). E uma
doenca com grande impacto a nivel mundial, ameacando cerca de 350 milhdes de



pessoas em 88 paises. Segundo a WHO (World Health Organization), a prevaléncia da
enfermidade situa-se aproximadamente nos 12 milhdes de casos, com uma
mortalidade anual de cerca de 60.000 individuos (Figura 2), (revisto em [5, 7, 9]).

LEISHMANIASIS

Visceral

12 million people infected )‘ /
350 million people at risk ré’

Cutaneous / Mucocutaneous

Visceral + Cutaneous / Mucocutaneous

Figura 2: Distribuicdo geografica das zonas endémicas de Leishmaniose visceral e
cutdnea/mucocutanea [5].

As consequéncias de infeccdo com leishmaniose sdo diversas, variando tanto
em termos de sintomatologia como no tempo de progressao e severidade da doenga,
dependendo da espécie parasitaria em questado e da resposta imunitaria desencadeada
pelo hospedeiro (revisto em [9]). As diferentes respostas sintomaticas provocadas
possibilitam a distincdo entre 4 tipos de leishmaniose nos humanos (revisto em [3]):

Leishmaniose cutanea: E o tipo mais comum de leishmaniose, sendo endémica

nas regiGes tropicais e neotropicais. E caracterizada pelo desenvolvimento de lesdes
cutaneas no local picado pela mosca da areia, e que variam consoante a espécie
parasitaria em questdo, podendo levar ao desenvolvimento de ulceras (figura 3)
(revisto em [11, 12]). E também o tipo de leishmaniose menos grave, sendo muitas
vezes assintomatica ou curada espontaneamente (revisto em [13]). Os individuos
afectados apresentam cicatrizes que se mantém para o resto da vida. (revisto em [3, 9,
11]).

Ocorre por infeccdo de Leishmania mexicana, Leishmania brasiliensis,
Leishmania panamensis nas Américas, e Leishmania major e Leishmania tropica em
todos os outros paises (revisto em [14]).



Figura 3: Diversidade sintomatoldgica da leishmaniose cutanea: (A) Ulceras (causada por L.
tropica); (B) Destruicdo da mucosa (causada por L. brasiliensis); (C) Lesbes secundarias variadas
(causada por L. tropica); (D) Lesdo tratada com acido de bateria; (E) Pessoa infectada com
leishmaniose mucocutanea (adaptado de [7, 11]).

Leishmaniose mucocutanea: A leishmaniose mucocutanea é uma variante de

leishmaniose cutanea caracterizada pela destruicdo das cavidades oral, nasal e da
faringe (revisto em [14]). Muitas das vezes a doenc¢a tem inicio no septo nasal, que
comecga por ficar inflamado, mas que com o passar do tempo tende a ser perfurado.
Ocorre também uma deformacdo das cartilagens do nariz (revisto em [12]). Por outro
lado, o palato, a faringe, as amigdalas e os labios podem também ser afectados por
lesGes normalmente dolorosas, desfigurantes e que se mantém por toda a vida (figura
3) (revisto em [3, 7, 12]). Contrariamente a leishamaniose cutanea, esta variante pode
chegar a pbr em risco a vida da pessoa afectada, ndao sendo tratada sem o auxilio de
medicamentos (revisto em [14]).

A progressao da leishmaniose para este tipo de condicdo deve-se a migracao
dos parasitas até as mucosas, ocorrendo portanto posteriormente ao aparecimento da
leishmaniose cutanea comum. Visto que muitas das vezes a leishmaniose cutanea
tende a ser curada espontaneamente, a evolugdo para esta variante mais grave estd
normalmente associada a lesGes multiplas ou persistentes com duracao superior a um
ano, como também a lesdes mal curadas (revisto em [12]).

Ocorre por infeccdo por Leishmania do subgénero Viannia, normalmente
presente nas Américas (Leishmania braziliensis, Leishmania amazonensis, Leishmania
panamensis e Leishmania guyanensis) (revisto em [14]).

Leishmaniose cutanea difusa: E um tipo raro de leishmaniose provocado por

um sistema imunitario deficitario, nomeadamente uma imunidade celular
comprometida (promovendo uma infeccdo anérgica, sem resposta imunitaria ao
parasita). Nunca se cura espontaneamente, e devido a sua gravidade é tida como um

4



problema para a satde publica (revisto em [3, 12, 13]). E caracterizada por lesGes
nodulares disseminadas e ndo ulcerativas, semelhantes ao que se observa na lepra. A
resposta aos tratamentos por parte desta variante da doenca é apenas parcial,
tornando-se frequentemente crénica (revisto em [12, 15]).

Leishmaniose visceral (kala-azar): A leishmaniose visceral é uma enfermidade

sistémica causada pela disseminacao do parasita através do sistema reticuloendotelial
do hospedeiro, afectando assim os érgdos vitais (revisto em [12, 16]). Por esta razao, é
o tipo mais grave de leishmaniose, sendo uma doenga crénica e debilitante
caracterizada por febres elevadas, esplenomegalia, hepatomegalia, hiperglobulinemia,
pancitopenia, reducdo da imunidade celular, xerose, anemia, entre outros (figura 4)
(revisto em [3, 12, 16, 17]). O desenvolvimento de xerose, em conjunto com um
aumento da actividade melanoblastica, leva normalmente a um escurecimento da pele
(revisto em [12, 16]). Esta caracteristica estd na origem da denominacdao de “kala-
azar”, ou “febre-negra” (revisto em [16]). As principais espécies causadoras de
leishmaniose visceral s3o: L. donovani na india e Africa Central, e L. infantum nas
Américas, Médio Oriente, Asia Central, China e Mediterraneo, sendo que 90% dos
casos em humanos tendem a ocorrer na India, Bangladesh, Sudao e Brasil (revisto em
[17]).

Para além desta miriade de sintomas, existem também muitos casos
assintomdticos (dependendo uma vez mais da espécie do parasita e da resposta
imunitdria do hospedeiro, mas também de outros factores como idade e estado
nutricional) (revisto em [18, 19]). Este aspecto da doenca pode ter graves
consequéncias para a propagacao da mesma, devido por exemplo a transfusGes de
sangue provenientes de pessoas cuja condicdo nao tenha sido diagnosticada (revisto
em [19]).

No periodo que vai de alguns meses até 2 a 7 anos subsequentemente a
aparente recuperacao de leishmaniose visceral, é possivel que os pacientes
desenvolvam um tipo de leishmaniose cutdanea normalmente designado leishmaniose
dérmica pos-kala-azar. Esta patologia é normalmente bastante dificil de tratar e requer
medicamentos caros que devem ser ingeridos durante longos periodos de tempo,
sendo caracterizada pelo aparecimento de manchas hipopigmentadas e nddulos
(figura 5) (revisto em [3, 20, 21]).



Figura 4: Criangas com hepatomegalia derivada de
infeccdo com leishmaniose visceral [18].

Figura 5: Paciente com manchas hipopigmentadas e
nddulos devidos a leishmaniose dérmica pés-kala-
azar [21].

1.3 - Leishmaniose: Uma enfermidade ainda sem solucao!

Apesar da grande incidéncia global da leishmaniose, e do risco latente de
epidemias, o desenvolvimento de vacinas para a doenca nao se tem apresentado como
um alvo prioritdrio para a industria, na medida em que esta é uma doenca que afecta
principalmente pessoas pobres (revisto em [10, 22]). Sendo assim, e apesar de muitos
antigénios de Leishmania terem ja sido identificados como potenciais alvos para
vacinas, poucos foram aqueles realmente testados (revisto em [17]).

Por falta de uma vacina que vise especificamente algum antigénio do parasita,
sdo ainda vdrios os paises que utilizam a designada “leishmanizacdo”, técnica esta
segundo a qual sdo utilizados parasitas intactos desenvolvidos em cultura para
imunizar o paciente. No entanto, dada a complexidade da resposta imunitaria, é
impossivel prever o desfecho de tal procedimento (revisto em [22]). Sendo assim, a
eficiéncia do processo é limitada, variando entre 0-75% para a leishmaniose cutdnea, e
0-6% para a leishmaniose visceral (revisto em [23]). Para além do mais, este tipo de
vacinas acarreta também problemas relacionados com a padroniza¢do da viruléncia do
parasita, ou o ocasional desenvolvimento de lesdes resultantes da injeccdo dos
mesmos. Como tal, continua sem existir uma verdadeira vacina para a leishmaniose
(revisto em [24]). Sendo assim, o combate a leishmaniose é apenas feito utilizando os
farmacos existentes, e que sdo ainda limitados (revisto em [24]).
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Actualmente, a primeira linha de medicacdo tanto contra a leishmaniose
cutanea como visceral continua a ter por base quimicos desenvolvidos em 1945, os
antiménios pentavalentes (Glucantime e Pentostam) (revisto em [9, 16]). Estes sdo
farmacos que, de uma forma ainda desconhecida, inibem o metabolismo glicolitico e
de acidos gordos do parasita. Contudo, sdo bastante tdxicos para quem os ingere,
provocando antralgias, mialgias, desconforto abdominal, altera¢des dos niveis de
enzimas hepatocelulares, entre outros (revisto em [12, 15]). Para além disso, tem-se
observado uma crescente resisténcia parasitaria a este tipo de tratamento (revisto em
(3, 9]).

Numa segunda linha de farmacos anti-leishmaniose encontram-se a
anfotericina-B e a pentamidina. Estes actuam sob o ergosterol presente na membrana
celular do parasita, aumentando a permeabilidade da mesma (revisto em [15]). No
entanto, sofrem dos mesmos defeitos que os antiménios pentavalentes, ou seja,
apresentam elevados efeitos secundarios (como toxicidade renal (revisto em [15])), e a
eficiéncia tem também vindo a decair devido ao desenvolvimento de resisténcia por
parte do parasita (revisto em [9, 16]).

Uma outra razdo que torna os farmacos actuais pouco eficientes é o facto de
ndo conseguirem curar definitivamente a doenga (revisto em [16]).

1.4 - Leishmania infantum e leishmaniose visceral na

actualidade: um problema crescente

O parasita Leishmania infantum é responsavel pela transmissdo da variante
mais grave de leishmaniose, a leishmaniose visceral (revisto em [25]). Segundo os
registos, cerca de 500.000 pessoas serao infectadas anualmente por este tipo de
leishmaniose (revisto em [16]). L. infantum é endémico na zona do Mediterraneo,
tendo o cdo como o seu principal hospedeiro e reservatério, sendo por isso um caso de
leishmaniose zoondtica (o hospedeiro principal € um animal, e ndo o Homem) (revisto
em [17, 26]).

Em termos de transmissdao a humanos, as criancas mais jovens e os individuos
imunocomprometidos sdo os mais afectados (revisto em [17, 27]). Neste contexto, os
casos de co-infec¢do de leishmaniose/HIV ganham especial preponderancia, estando
mesmo na origem da importancia crescente conferida a leishmanioase visceral na
Europa. Inicialmente, esta era tida como uma doenca pediatrica, contudo, entre o final
da década de 80 e o inicio de 2001, foram detectados mais de 1900 casos de co-
infeccdo com leishmaniose e HIV. Observou-se entdo que em muitos dos casos a
infeccdo por Leishmania tinha ocorrido antes do contagio com HIV (apesar da auséncia
de sintomas). Isto mostrou que o parasita poderia ter um comportamento oportunista,



devendo existir um grande numero de individuos assintomaticos (e portanto ndo
diagnosticados) (revisto em [28]).

Esta situacdo adquire contornos ainda mais preocupantes se for tido em
consideragao o risco de crescimento das zonas afectadas. Isto deve-se em parte a um
controlo insuficiente tanto do vector do parasita, como do cdo como organismo
reservatério (que tem visto assim a sua prevaléncia aumentada) (revisto em [24, 26]).
Outro factor de grande importancia é o aumento das regides afectadas pela L.
infantum (a partir da regido mediterranica), como consequéncia da actividade
humana, nomeadamente uma adaptacdo proporcionada pelo aquecimento global,
pela desflorestacao e pela urbanizagdo (revisto em [10, 24]).

Por estas razbes, o parasita L. infantum é um problema latente para a saude
publica (revisto em [10]), e que requer medidas de prevencdo. A abordagem a tomar
poderd passar por um maior controlo da infeccdo tanto no vector (mosca da areia)
como nos hospedeiros (cdes) (revisto em [26]). Por outro lado, dadas as lacunas
existentes no tratamento da leishmaniose em geral, o desenvolvimento de
terapéuticas eficazes tanto para humanos como animais adquire uma importancia
crescente. Neste sentido, é imperativo encontrar novas formas de combate a L.
infantum, o que pode passar pela descoberta de novos alvos terapéuticos. A
sequenciacdo do genoma tanto do parasita como dos vectores (mosca da areia),
podera prestar um enorme contributo neste sentido (revisto em [18]). Contudo,
apesar da grande quantidade de informacgdo disponibilizada, muito trabalho é ainda
necessario, pois cerca de 65% dos genes que codificam para proteinas ainda nao
possuem func¢des identificadas (revisto em [29]).

1.5 - Sintase do oxido nitrico — Um potencial alvo terapéutico

contra Leishmania infantum

A exploracao de proteinas especificas como alvos terapéuticos € uma estratégia
promissora e racional contra as doengas causadas por tripanosomatideos. Comeca
com a identificacdao de candidatos-alvo no parasita, tendo por base tanto as diferengas
gue apresentem relativamente ao hospedeiro como a essencialidade das mesmas para
0 parasita.

Neste sentido, a informacdao fornecida pela sequenciacdao do genoma de L.
infantum possibilitou a inferéncia do transcriptoma do parasita, facilitando assim
pesquisa de possiveis alvos terapéuticos. No entanto, nem todos os genes do
hospedeiro tém homodlogos anotados no parasita. Uma das proteinas cuja existéncia
ndo foi prevista com base na informacdo genética foi o sintase do dxido nitrico (nitric
oxide synthase (NOS), EC 1.14.13.39), ndo existindo qualquer anotacdo do gene que
codifica para este enzima no genoma de nenhum tripanosomatideo. Recentemente o



gene que codifica para um NOS foi identificado em L. infantum, com base numa
pesquisa de dominios caracteristicos do enzima, sendo a sua identidade confirmada
experimentalmente com ensaio de actividade [30]. A sequéncia desse NOS de
Leishmania infantum apresenta uma baixa homologia com os seus homoélogos de
mamifero, como tal, tendo em consideragdo a importancia que o NOS tem para os
organismos, este podera ser um alvo terapéutico ideal para o combate ao parasita, na
medida em que podera ser possivel actuar selectivamente sobre o enzima de
Leishmania [30].

1.6 - Oxido nitrico (NO)

O o6xido nitrico é um radical livre gasoso que era inicialmente reconhecido pela
sua toxicidade para os seres vivos (especialmente como um gés poluente) [31, 32]. Dai
que a descoberta em 1987/88 da via de sintese do mesmo pelo nitric oxide synthase
em células endoteliais tenha sido recebida com cepticismo (revisto em [32, 33]). No
entanto, hoje em dia é ponto assente que o NO é sintetizado ndo sé virtualmente em
todas as células de mamiferos mas também em outros organismos mais simples,
através da oxidacdo da L-arginina a L-citrulina catalisada pelo NOS (revisto em [34,
35]). O NO tem um tempo de vida muito curto, visto na presenca de oxigénio ser
convertido sequencialmente a nitrito (NO,') e nitrato (NO3’) (revisto em [36]).

A medida que a importancia do NO para os organismos vivos tem sido
elucidada, a via L-arginina:NO tem ganho cada vez mais preponderancia no mundo
cientifico (revisto em [34]).

1.7 - Funcoes do NO em mamiferos

O o6xido nitrico € uma molécula efectora e sinalizadora com importancia
reconhecida para diversos sistemas do organismo de mamiferos (revisto em [33, 37]).
A forma classica desta sinalizacdo promovida pelo NO resulta da reaccdo do mesmo
com o enzima guanilato ciclase soluvel, aumentando a formacdo de cGMP (cyclic
guanosine monophosphate), que desencadeard entdo cascatas de fosforilacdo
culminando na resposta por parte da célula (chamada via NO-cGMP) (revisto em [33]).
Por outro lado, existem formas nao classicas de sinalizagdo mediada pelo NO, uma das
guais é exercida sob o citocromo c oxidase presente na cadeia respiratdria. Ao
competir com o oxigénio pela ligacdo aos grupos heme deste enzima, o NO regula o
consumo de oxigénio e a producdo de espécies reactivas de oxigénio (revisto em [33,
38]). O NO regula ainda a actividade de diversas proteinas através da nitrosilacdo de
grupos tiol (revisto em [34]). Um exemplo disto mesmo é o feedback negativo que o
NO exerce sob o NOS apds nitrosilacdo do mesmo [39-41].



Através dos referidos mecanismos de sinalizacdo, o NO apresenta multiplas
fungdes para o organismo. Uma das quais é a regulagdo do sistema cardiovascular,
actuando como vasodilatador, antitrombético, possuindo também propriedades anti-
oxidantes, anti-inflamatdrias, e preventivas da formacdo de ateromas (revisto em
[42]).

O NO é também extremamente importante para o sistema nervoso,
funcionando como neurotransmissor, e estando envolvido em processos de
plasticidade sindptica (long-term potentiation (LTP) e long-term depression (LTD)).
Desta forma, é associado a processos de aprendizagem e memoaria (revisto em [43]).

Outro papel fundamental do NO organismo é desempenhado no sistema
imunitdrio, funcionando como espécie tumoricida e antimicrobiana produzida pelos
macrofagos. Esta é a funcdo mais classica do éxido nitrico na defesa do organismo,
podendo também ter um efeito anti-inflamatdrio, modular a producdo de citocinas e
quimiocinas, controlar o desenvolvimento de células do sistema imunitario, regular a
expressao genética, entre outras (revisto em [44]).

Hoje em dia, a gama de fungdes bioldgicas conhecidas desempenhadas pelo NO
é ja diversa, no entanto, muitos dos processos que se pensa serem influenciados por
este radical necessitam ainda de confirmacdo e compreens3o. E portanto certo que
mais descobertas serdo feitas, e que a importancia concebida ao NO deverd ainda
aumentar (revisto em [45]).

1.8 - Sintese de NO

A sintese de dxido nitrico ocorre através da conversao de L-arginina e oxigénio
molecular a NO e citrulina, consistindo a via L-arginina:NO (figura 6) (revisto em [32,
34, 45, 46]). Para além dos substratos, o enzima necessita também da ligacdo a
calmodulina e da presenca de cinco cofactores/cosubstratos: um grupo heme, FMN
(Flavin mononucleotid), FAD (Flavin adenine dinucleotide), NADPH (nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate) e BH, (tetrahidrobiopterina) (revisto em [32]). Todos
os NOS sao constituidos por um dominio oxigenase N-terminal (que liga o heme, o BHy,
e que contém o centro activo, ligando portanto também a arginina), e por um dominio
redutase C-terminal (que por sua vez liga as flavinas (FMN e FAD), NADPH e
calmodulina). O dominio redutase apresenta elevada homologia com outros enzimas
qgue ligam FMN e FAD, nomeadamente o citocromo P-450 (revisto em [32]). Na
interface dos dois dominios estd localizado o local de ligacdo a calmodulina [47].
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Figura 6: Sintese de 6xido nitrico (NO) a partir de L-arginina. Quando no centro activo do
enzima, a L-arginina sofre duas oxidagOes, levando formacdo do intermedidrio N-hidroxi-L-
arginina, e a conversdo de oxigénio (que se encontrava ligado ao grupo heme) a agua. Este
intermedidrio sofre mais duas oxidagdes, levando a sintese de L-citrulina e NO, e a libertacao
de mais uma molécula de dgua (adaptado de [45]).

A reaccgdo de sintese de NO envolve duas mono-oxida¢des da L-arginina (figura
6). Numa primeira fase, as flavinas FMN e FAD recebem 2 electrdes do NADPH, e
transferem-nos para o grupo heme, tornando assim possivel a ligacgdo de oxigénio
(revisto em [32, 46]). Esta transferéncia de electrdes das flavinas para o heme é
desencadeada pela calmodulina, cuja ligacdo ao NOS pode ser dependente da
presenca de cdlcio (como tal, este metal pode também funcionar como regulador da
actividade enzimatica), (revisto em [32, 48]). Apds esta primeira fase de ligacdo do
oxigénio ao heme, o BH4 fornece mais um electrdo e um protdo ao complexo ferro
hémico-oxigénio, ocorrendo entdo a formacdo do intermedidrio N-hidroxiarginina e
libertacdo de agua. A regeneracdo do BH; ocorre por intermédio de electrdes
provenientes das flavinas (FMN e FAD), (revisto em [49]).

Na segunda etapa do processo de catdlise (oxidagcdo do intermedidrio N-
hidroxiarginina) as reac¢des sdo similares as que ocorreram na primeira fase, mas a
com diferenca de ocorrer apenas a transferéncia de um electrdo proveniente do
NADPH. Todos os cofactores ja referidos voltam a ser necessdrios, culminando na
sintese de citrulina e NO (revisto em [49, 50]).

1.9 - Isoformas de sintase do 6xido nitrico

Em mamiferos, foram identificadas trés isoformas diferentes de NOS: NOS
neuronal (nNOS), NOS endotelial (eNOS) e NOS indutivel (iNOS) (revisto em [32]). Cada
uma das trés variantes corresponde ao produto de um gene distinto (figura 7),
apresentando entre 50-60% de homologia entre si [40, 51].
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As diferencas entre as trés isoformas ndo se limitam apenas aos aspectos
genéticos, divergindo também em termos de localizacdo subcelular, distribuicdo nos
tecidos, e modo de regulacdo (revisto em [35, 40]). No entanto, apresentam também
fortes semelhangas, na medida em que todas elas sao homodimericas (revisto em
[35]), apresentam o mesmo mecanismo de reacgao (ver secgdo “Sintese de NO”), e a
manuten¢do da estrutura quaterndria é fundamental para a actividade enzimatica
(revisto em [34, 49, 50]).
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Figura 7: Alinhamento das varias isoformas de sintase do 6xido nitrico de mamifero, com
indicacdo dos locais de ligacdo aos diversos cofactores e cosubstratos (heme, BH,,
Calmodulina, FMN, FAD e NADPH) (adaptado de [45]).

nNOS - Foi a primeira isoforma a ser purificada e clonada [32]. Possui entre 150
e 160 kDa [46] e é constitutivamente expressa nas células nervosas, musculo-
esquelético, musculo-cardiaco e terminais sinapticos de nervos nao adrenérgicos e nao
colinérgicos disseminados pelo corpo (como no tracto gastrointestinal e respiratorio,
certas células epiteliais, entre outros), (revisto em [35, 45, 46]). E uma isoforma que
detém uma elevada actividade tanto no cérebro como nos musculos esqueléticos,
sendo dependente de célcio e da calmodulina (revisto em [32]). No cérebro, o nNOS é
activado pelo influxo de Ca®* no decurso de neurotransmissdo excitatéria (revisto em
[32, 35]).

eNOS — Tal como o nNOS, esta variante é também constitutiva, sendo expressa
no endotélio vascular (revisto em [32]). E uma proteina miristoilada de membrana com
135 kDa, cuja actividade é regulada pelo Ca?* (o calcio permite a ligacdo da
calmodulina e a activacdo do enzima). Contudo, contrariamente ao nNOS, o eNOS nao
possui uma actividade elevada, ndo sendo portanto responsavel pela producdo de
grandes quantidades de NO. E a variante do enzima responsavel pela regulagdo do
sistema cardiovascular (revisto em [46]).
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iNOS — O iNOS é uma proteina citosdlica de entre 125 e 135 kDa, que foi pela
primeira vez isolada a partir de macréfagos de rato (revisto em [46]). Ao contrario das
outras duas isoformas de NOS, o iNOS n3o é constitutivo, mas sim expresso como
resposta do sistema imunitario a diversos factores, nomeadamente a presenca de
citocinas, hipoxia, poliésidos bacterianos, entre outros (revisto em [32, 45, 46]). Para
além dos macroéfagos, a expressao de iNOS tem sido documentada em muitos outros
tipos de células, como midcitos cardiacos, células epiteliais, microglia do cérebro,
células de Kupffer, osteoblastos, entre outras. Mesmo na presenca de baixas
concentragdes de Ca**, o iNOS liga fortemente a calmodulina, o que torna a sua
actividade praticamente independente do calcio (revisto em [46]). Esta variante de
NOS desempenha um papel antitumoricida ao permitir aos macroéfagos sintetizar NO
(revisto em [44]).

1.10 - Oxido nitrico e Leishmania infantum

O radical NO desempenha um papel fundamental para o sistema imunitdrio. A
defesa do organismo desempenhada por este radical estende-se também ao combate
a parasitas tripanossomatidicos. Desta forma, o NO apresenta também elevada
relevancia proteccdo contra infec¢des por Leishmania infantum, sendo a principal
forma de combate as infecgcdes pelo parasita. Neste sentido, o NO promove a
apoptose dos amastigotas existentes no interior de macréfagos (revisto em [52-54]).

Contudo, o mecanismo molecular da accdo do NO ainda ndo estd bem
elucidado (revisto em [55, 56]), pensando-se que possa actuar em conjunto com outras
espécies reactivas de oxigénio e azoto (ROS e RNS) para danificar DNA, proteinas e
lipidos do parasita [57]. Por outro lado, pouco se conhece acerca da resisténcia natural
da Leishmania infantum a este radical, existindo no entanto alguns estudos a esse
nivel.

Num outro, foi descrita a sobrexpressdo de proteinas de stress (heat shock
proteins 83, 70 e 65) como resposta a exposicao de parasita ao NO [58], levando assim
a um aumento da resisténcia do mesmo. Por outro lado, estd também documentada a
regulacdo exercida pela Leishmania infantum sob a quantidade de NO produzido pelo
macrofago, seja através da modulacdao da expressdao do mRNA de iNOS ou da
actividade do enzima [59-62], reduzindo assim a producdo de RNS [63, 64].

Alguns estudos efectuados em organismos do género Leishmania apontam no
sentido da existéncia da via L-arginina/NO no parasita [65-67]. Tanto o NOS de L.
donovani [68] como o NOS constitutivo de L. amazonensis [67, 69] ja foram
purificados, e a sintese de NO foi demonstrada em Leishmania chagasi, amazonensis e
braziliensis. Contudo, a importancia tanto do enzima como da producdo de NO em
Leishmania ainda ndo foram esclarecidas [70]. Mais recentemente, o gene que codifica
para o NOS de Leishmania infantum foi clonado e expresso em E. coli, consistindo
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assim o primeiro trabalho em que o gene de um NOS de tripanossomatideo foi
identificado [30]. O trabalho desenvolvido com a respectiva proteina recombinante
revelou que, apesar de ndo existir qualquer similaridade com as isoformas humanas, o
enzima exibe uma actividade classica de NOS. Apesar do significado biolégico deste
enzima permanecer desconhecido, a presenca de modificagbes pds-traducionais
causadas pelo NO (nitrosilagao) em proteinas de Leishmania essenciais para a infec¢ao
e diferenciacdo do parasita (resultados ndo publicados), sugere que este enzima
exerce um papel fundamental no desenvolvimento do parasita.

Desta forma, é licito levantar interrogacdes acerca da importancia da sintese
endogena de NO pela Leishmania infantum (como por exemplo, a possibilidade do NO
sintetizado pelo parasita regular a produgdao do mesmo pela célula hospedeira) [70].
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2 - Objectivos

Tendo em conta a grande importancia que o NO tem para os seres vivos, o NOS
€ um enzima essencial para o bom funcionamento dos diversos organismos. Por outro
lado, é também conhecida a importancia que o NO apresenta no combate a
Leishmania infantum, havendo também evidéncias da existéncia da via L-arginina/NO
em Leishmania. Como tal, o objectivo primordial deste projecto é a caracterizagdo do
sintase do 6xido nitrico de L. infantum ao longo do ciclo de vida do parasita, a nivel
cinético, funcional e estrutural. Pretende-se obter informacdo acerca da relevancia do
enzima (e consequentemente da sintese de NO) no desenvolvimento e infectividade
do parasita.

Este projecto tem como objectivo a longo prazo a identificacdo do potencial
deste enzima como alvo terapéutico, ndo s6 contra o parasita L. infantum, mas
também contra outras doencas causadas por tripanossomatideos, como a
tripanossomiase.
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3 - Materiais e Métodos

3.1 - Expressao do NOS recombinante de L. infantum

A expressao do LINOS recombinante (com uma cauda de 6 histidinas no N-
teminal) em E. coli BL21-plus foi optimizada anteriormente [30]. Foram preparadas
pré-culturas de 15 mL, crescidas a 372C em meio LB suplementado com 34 pug/mL de
cloranfenicol, 34 pg/mL de canamicina, e 0,1% de glucose, que serviram para inocular
400 mL de meio LB, também suplementado com 34 pg/mL de cloranfenicol, 34 pg/mL
de canamicina, e 0,1% de glucose. As células cresceram a 372C com agitacdo até
atingirem a fase exponencial (Absgoonm entre 0,6 e 0,8), e a expressao foi induzida por
adicao de IPTG para uma concentracgao final de 0,5 mM. A expressao decorreu durante
3 horas a 379C, tendo as células sido posteriormente centrifugadas a 13000 g durante
10 min. Os pellets de células foram utilizados para purificar o enzima ou armazenados
a-209C.

Para expressdao de enzima hémico, foram adicionados 6 uM de cloreto de
hemina ao meio de cultura, e o procedimento anterior foi seguido. A solucdo de
hemina foi preparada por diluicdo de 6,52 mg de hemina em 250 uL de NaOH 0,1 M,
sendo entdo adicionados 0,1 g de Tris-base, 9,55 mL de H,0 e finalmente 0,2 mL de HCI
0,1 M [30].

3.2 - Purificacao do LINOS recombinante

Os pellets das células foram ressuspendidos em PBS pH 7,4, a razdo de 50 mL
para cada litro de cultura. As células foram sonicadas 15 vezes, a 70%, com ciclos de
0,7 e durante 10 segundos (sonicador UP200S, hielscher Ultrasounds technology). O
lisado celular foi centrifugado a 13000 g durante 15 minutos, tendo-se eliminado o
sobrenadante, uma vez que este enzima é expresso na fraccdo insoltuvel. O pellet foi
ressuspendido sequencialmente em PBS pH 7,4 com 4M ureia e PBS pH 7,4 com 8M
ureia. As centrifugacdes intermédias a estes passos foram realizadas a 13000 g durante
7 minutos. A solubilizacdo do LiINOS (massa molecular 64,1 kDa) foi analisada por SDS-
PAGE (em gel de poliacrilamida a 10% em Tris, tampao de loading Tris-HCl a 62,5 mM,
25% glucose, 2% SDS, 5% B-mercaptoetanol, 5% azul de bromofenol, e tampdo de
corrida Tris-Glicina, 25 mM Tris, 192 mM glicina, 0,1% SDS, a pH 9,0).

16



O sobrenadante final, que continha o enzima, foi congelado em azoto liquido e
posteriormente incubado com beads magnéticas revestidas de niquel (Pure Proteome,
Nickel Magnetic Beads, Millipore), a razdo de 750 pL de beads para 8 mL de
sobrenadante, durante 2h para purificacdo da proteina His6-LiNOS.

A eluicao do enzima das magnetic beads foi efectuada de forma sequencial com
2 mL de PBS pH 7,4 contendo 8 M de ureia com concentra¢des crescentes de
imidazolo: 5 mM, 25 mM, 50 mM, 250 mM (trés vezes), 500 mM e 1 M.

Ap0s eluigdo, as fracgdes contendo o LINOS foram identificadas por SDS-PAGE,
e a proteina foi concentrada utilizando amicons ultra de cut-off 10 kDa (Millipore). A
concentragdo da proteina foi determinada utilizando o reagente Bio-Rad Protein Assay,
baseado no método de Bradford, segundo as indicagGes do fabricante.

3.3 - Producao e purificacao de anticorpo anti-LiNOS

O anticorpo anti-LiNOS foi produzido em ratos Wistar (Charles River, Spain) no
Instituto de Biologia Molecular e Celular (Porto, Portugal), através de cinco injec¢des
subcutaneas repetidas em adjuvante de Freunds completo e incompleto (primeiro
inéculo e boosts, respectivamente). O anticorpo foi purificado por afinidade, utilizando
uma membrana de PVDF contendo a proteina recombinante. Neste sentido, a proteina
recombinante foi carregada em todas as /anes e separada por SDS-PAGE. O gel foi
transferido durante 1 hora e 30 minutos para uma membrana de PVDF, que foi depois
corada com corante de Ponceau (0,1% Ponceau S, em acido acético 1%) durante 2 min.
A zona contendo a proteina LiNOS foi cortada e bloqueada em 5% leite durante 1 hora
a RT, e posteriormente incubada overnight a 42C com o soro imune diluido 1:20 em
TBS. A membrana foi lavada trés vezes em TBST, durante 2 minutos cada lavagem. O
anticorpo foi eluido com 3 lavagens de 2 min cada (com agitacdo) em 2 mL de tampao
glicina 0,1 mM, pH 2,5. Apds cada ronda de elui¢cao do anticorpo, 100 uL de tampao
Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8, foram adicionados a solucdo (para neutralizar o pH acidico do
tampao glicina-HCl). Finalmente, o anticorpo foi concentrado e a glicina foi retirada
usando amicons ultra de cut-off 10 kDa (Millipore). A concentracdo do anticorpo
purificado foi estimada utilizando o reagente Bio-Rad Protein Assay. A diluicdo do
anticorpo a utilizar para o western blot foi optimizada utilizando proteina
recombinante.

3.4 - Analises por western blot

As proteinas a analisar (recombinante ou extractos celulares de parasitas)
foram separadas por SDS-PAGE (ou LT-PAGE) e transferidas para uma membrana de
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PVDF. A membrana foi bloqueada em leite em pd 5% diluido em TBST, durante 1 hora
a temperatura ambiente ou overnight a 4 °C.

As andlises do enzima LINOS por western blot foram feitas utilizando o
anticorpo produzido em ratos Winstar pelo grupo de Parasitologia Molecular (IBMC-
UP). O anticorpo foi diluido em TBST com 5% de leite em pd (a diluicdo variou
consoante o lote de anticorpo purificado). Para a proteina recombinante, incubou-se a
membrana durante 2 horas com o anticorpo, e para os extractos celulares a incubagao
decorreu overnight a 42C. A membrana foi lavada 30 minutos em TBST e incubada 1
hora com o anticorpo secunddrio anti-rato (Sigma), diluido 1:3000 em TBST com 5% de
leite em pd. Lavou-se a membrana 40 minutos em TBST, antes de revelar. Foi utilizado
o reagente de revelacdo ECL Western Blotting Substrate (Pierce) no caso do enzima
recombinante e o Western Lightning-ECL (Perkin-Elmer), mais sensivel, no caso do
extracto celular.

Para a analise da expressdao do enzima GAPDH (usado como loading control),
utilizou-se um anticorpo anti-GAPDH cedido pelo grupo de Parasitologia Molecular
(IBMC-UP), diluido 1:10000 em TBST com 5% de leite em pd, e incubado com a
membrana overnight a 4 2C. Para anticorpo secundario utilizou-se um anticorpo anti-
coelho (Sigma), diluido 1:4000 em TBST com 5% de leite em pd. O restante
procedimento foi idéntico ao descrito.

3.5 - Preparacao extractos de Leishmania infantum

Os parasitas em estadio de promastigota foram crescidos em meio SDM79
suplementado com 10% de soro fetal bovino e os amastigotas foram crescidos em
meio MAA20 (fornecidos pelo grupo de Parasitologia Molecular do IBMC). As células
(aproximadamente 1,5 x 10% promastigotas em fase exponencial de crescimento, 1,2 x
10° promastigotas em fase estaciondria, e 7 x 108 amastigotas) foram ressuspendidas
em diferentes tampdes dependendo da sua utilizacao.

Os extractos para os ensaios cinéticos foram preparados em tampao Tris-HCl
1M, pH 7,5, suplementado com 20% glicerol, 1 mM EDTA, 0,4% Triton X-100, a razdo
de 16 mL por mg de pellet. Foram adicionados inibidores de proteases complete ULTRA
Tablets, Mini, EDTA-free, EASYpack (Roche), e os parasitas foram sonicados quatro
vezes durante 15 segundos a amplitude de 50% e com ciclos de 0,5 segundos. O
extracto celular foi centrifugado 15 minutos a 10000 rpm a 42C em microcentrifuga, e
os sobrenadantes foram recolhidos.

Os extractos para analise por SDS-PAGE e western blot foram preparados em
PBS, pH 7,4, a razdo de 16 mL por mg de pellet. O restante procedimento nao foi
alterado.

Os doseamentos da concentracdo proteica foram feitos utilizando o reagente
Bio-Rad Protein Assay, segundo as indicaces do fabricante.
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3.6 - Digestao de proteinas in gel para analise por MALDI-FTICR

A solugdo proteica a analisar foi separada por SDS-PAGE em gel de
poliacrilamida a 10% (como descrito anteriormente). O gel foi corado com azul
brilhante de coomassie. As zonas onde se encontravam as proteinas de interesse
foram excisadas manualmente com uma lamina e o procedimento subsequente foi
baseado no método de Shevchenko e colaboradores [71]. Os pedacos de gel foram
lavados 10 min com agua mili-Q suficiente para cobrir os pedagos de gel. Seguiram-se
lavagens com 50 pL de acetonitrilo a 50% (até a solugao de lavagem vir incolor), e
desidratagdo com 50 pL de acetonitrilo a 100%. As proteinas foram reduzidas com 50
pL de 10 mM DTT em 100 mM de hidrogenocarbonato de amodnio, durante 45 min a
562 C com agitacdo. Seguidamente, as amostras foram alquiladas com 55 mM de
iodocetamida em 100 mM de hidrogenocarbonato de amdnio durante 30 min no
escuro, para prevenir formacgao de ligacdes persulfureto. A iodocetamida foi removida,
e as bandas de gel lavadas com 50 uL de acetonitrilo a 50%, seguido de 50 pL de
acetonitrilo a 100% e secaram ao ar.

Para a digestdo in gel, foram adicionados 30 pL de 6,7 ng/uL de tripsina
(sequencing grade modified, Promega) em 50 mM de hidrogenocarbonato de amdnio
a cada amostra a analisar, e incubadas 30 min em gelo. Nos casos em que a solugdo de
tripsina foi absorvida pelo gel, tornando-se insuficiente para cobrir as amostras, mais
tripsina foi adicionada, e o processo repetido. No fim, o excesso de solu¢do ndo
absorvida foi removida, e foram adicionados 30 pL de 50 mM hidrogenocarbonato de
amonio (sem tripsina). As amostras foram incubadas durante 16h a 37 2C. A solugao
contendo os péptidos a analisar foi removida e guardada a — 20 eC.

Para andlise por MALDI-FTICR, as solu¢des contendo os péptidos foram
injectadas em microcolunas com resina R2 construidas a partir de GELoaders, e eluidas
com 1plL de solucdo de acetonitrilo a 50%, acido férmico a 0,1%, saturada de acido
hidroxicinamico-4-ciano (Sigma), directamente para uma placa de MALDI (MALDI
target AnchorChip, Briiker Daltonics).

3.7 - Analise dos espectros de MS

Os espectros da massa foram obtidos por MALDI-FTICR num espectrémetro de
massa Apex Ultra, Apollo Il Combi-Source (Briiker Daltonics), com magneto de 7 Tesla
(Magnex Corporation). A determinacdo das massas monoisotdpicas foi conseguida
utilizando o algoritmo SNAP2, do software Data Analysis 4.0 (Briiker Daltonics). Os
espectros da proteina recombinante foram calibrados internamente, servindo estes
dados para calibrar externamente os espectros obtidos a partir do extracto. O
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tratamento e andlise dos dados foram feitos com o software BioTools 3.2 (Briker
Daltonics) e a identificagdo das proteinas com o programa MASCOT
(www.matrixscience.com).

3.8 - Ensaios cinéticos

Os ensaios cinéticos foram realizados num espectrofotémetro de matriz de
diodos Agilent HP 8453, com temperatura controlada e agitacdo na cuvette. A
formacgao de NO foi seguida a 30 2 C através da conversao de oxi-hemoglobina a meta-
hemoglobina, por calculo da diferenga entre a absorvéncia a 421 e 401 nm, usando o
coeficiente de absortividade molar €431-401nm = 77.2 mM cm™ (tal como previamente
descrito [30]). A oxi-hemoglobina foi preparada a partir de uma solug¢do de 20 mg/mL
de hemoglobina (de bovino, Sigma) em tampao HEPES 50 mM (pH 7,4), a qual foi
adicionando ditionito de sédio em excesso (20X mais ditionito de sddio). A solugao foi
agitada cuidadosamente até a coloracdo castanha (Met-Hb) passar a vermelho-vivo
(Oxi-Hb). O ditionito de sédio em solucdo foi eliminado por didlise da solugdo contra
tampdo HEPES 50 mM pH 7,4. A concentracao de oxihemoglobina (normalmente entre
os 8 e 12 uM) foi determinada espectrofotometricamente a 415 nm (€415,m = 131,0
mM™ecm™).

Todas as reacgbes foram iniciadas pela adicdo de extracto proteico, e as
actividades foram calculadas com base na diferenca entre os declives registados
previamente e posteriormente a adicdo do mesmo.

Os ensaios com proteina recombinante foram realizados num volume de 800 pL
presenca de 12 pg de LiNOS purificado, com adicdo de 6 uM oxi-hemoglobina, 1,5 mM
CaCl,, 100 pM L-arginina, 1 uM FAD, 1 uM FMN, 0,1 uM calmodulina bovina, 200 uM
BH,; e 150 uM NADPH.

Os testes de actividade em extracto celular de Leishmania infantum foram
feitos num volume final de 800 uL, na presenca de 60 ou 120 ug de extracto celular do
parasita, 6 uM oxi-hemoglobina, 1,5 mM CacCl,, 100 uM L-arginina, 1 uM FAD, 1 uM
FMN, 200 uM de BH,4, 150 uM de NADPH, na presenga de 0,1 uM calmodulina bovina.
A influéncia de cada um dos substratos e cofactores da reac¢ao na cinética do enzima
foi determinada utilizando 60 pg de extracto celular, sendo mantidas todas as outras
condicGes. Os testes na presenca de EGTA (concentracgdes finais entre 0 e 6 mM) foram
realizados utilizando 60 pg de extracto celular e na auséncia de calmodulina bovina,
mantendo-se as restantes condi¢des. Para o estudo da influéncia do BH,4 (concentracdo
variou entre 0 e 1,2 mM) e para a comparacdo da actividade ao longo do ciclo de vida,
foram utilizados 60 pg de extracto celular, ndo foi adicionada calmodulina bovina, e
todos os outros constituintes da reac¢do foram mantidos constantes.

Os ensaios cinéticos na presenca do inibidor NNA foram realizados nas mesmas
condicGes descritas, variando a concentracdo de inibidor de 0 a 800 uM.
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3.9 - Identificacao do heme em LINOS

Para elucidacao da presencga do grupo heme no enzima LiINOS recombinante,
foram utilizados dois métodos, um espectrofotométrico, baseado no espectro de
absorcdo caracteristico deste grupo, e o outro em gel através da coloracdo com um
corante especifico de proteinas hémicas.

Para a determinacdo do espectro de UV-Vis caracteristico da presenca de heme
mediu-se a absorvéncia entre 350 e 500 nm em espectrofotometro ND1000
(Nanodrop) de diversas variantes de enzima recombinante: LINOS expresso com
hemina e dialisado com BH, ap6s purificacdo, LINOS expresso sem hemina e dialisado
com BH,, e LINOS sem quaisquer cofactores. Comparou-se com o espectro de uma
solugdao de hemina sem proteina.

Para o método de coloragdo de proteinas hémicas, corou-se o LINOS com
corante especifico o-dianisidine. O enzima recombinante expresso com hemina (e
dialisado com BH,4 apds purificacdo) foi separado por SDS-PAGE na auséncia de agentes
redutores (que interferem com a reaccdo de coloracdo). A coloracdao das proteinas
hémicas ocorre devido a oxidacdo do o-dianisidine pelo grupo heme na presenca de
H,0, (revisto em [72]). O gel foi fixado 15 minutos com TCA 10%, lavado 4 vezes com
agua destilada (5 min cada). Incubou-se durante uma hora a temperatura ambiente
em 50 mM citrato de trisédio, 0,7% H,0,, e 1 mg/mL o-dianisidine. Foi utilizada a
proteina lisozima como controlo negativo, e a hemoglobina e mioglobina (proteinas
hémicas) como controlos positivos.

3.10 - Estudo estrutural do LiNOS por LT-PAGE: influéncia do
heme, BH; e do NO para a estrutura guaternaria

A estrutura quaternaria do LINOS foi determinada por LT-PAGE (com base no
método de Klatt e colaboradores [73]). Aproximadamente 1 pg de enzima
recombinante purificado foi separado em gel de BIS-Tris de gradiente (4-12%) e
tampdo MES a pH 7,3 (sistema NuPAGE, Invitrogen), ou em géis de poliacrilamida a
10% (em Tris nas condicdes descritas anteriormente), a 42 C. As andlises foram feitas
por western blot com o anticorpo anti-LiNOS.

Para determinar a influéncia do grupo heme, do BH,; e do NO para a estrutura
guanterndria do LiINOS, 1 ug de proteina foi incubada 30 minutos a 372C com agitacao,
na presenca de 0 a 1 mM de hemina, de BH4 ou de GSNO (nitrosoglutationo, dador de
NO). As amostras foram separadas por LT-PAGE, seguida de western blot com
anticorpo especifico para o LINOS.
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3.11 - Nitrosilacao de proteinas

Para induzir a S-nitrosilagdao do LiNOS foi utilizado o método descrito por Jaffrey
e colaboradores [74]. Aproximadamente 40 ug de proteina recombinante foi incubada
1 hora no escuro com 50 uM de GSNO. Como controlo negativo, a proteina foi
incubada com a mesma concentracdo de glutationo (GSH). Posteriormente, a amostra
foi incubada 1 hora a 502C com 3 volumes de solu¢do de bloqueio (tampdo 250 mM
HEPES pH 7,7, 1 mM EDTA, 0,1 mM neocuproina, 20 mM MMTS), vortexando
frequentemente, para bloqueio das cisteinas livres. As proteinas foram precipitadas
por incubacdo com 2 volumes de acetona gelada overnight a -209C, e centrifugada 15
min a 7000 rpm em microcentrifuga. O pellet foi ressuspendido em 0,1 mL no mesmo
tampdo suplementado com 0,1% (m/v) SDS, por cada mg de proteina inicial. As
cisteinas nitrosiladas foram reduzidas com 50 mM de ascorbato, permitindo a
posterior reaccdo com 1 mM de HPDP-Biotina (a amostra foi incubada 1 hora a RT no
escuro). Por fim, foi adicionado SDS-PAGE loading buffer sem agentes redutores, e as
proteinas foram analisadas por SDS-PAGE ou armazenadas a -209C.

As amostras foram separadas em gel de poliacrilamida a 10%, e transferidas
para uma membrana de PVDF. A membrana foi bloqueada 1 hora com BSA 5% em
TBST, e incubada 2 horas com anticorpo anti-biotina, a diluicdo de 1:3000 em TBST
com 5% BSA.
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4 - Resultados e Discussao

4.1 — NOS de L. infantum: sequéncia e dominios

O sintase do 6xido nitrico (Nitric Oxide Synthase (NOS)) de Leishmania infantum
(LINOS) foi identificado previamente no genoma deste parasita através de uma
pesquisa de dominios caracteristicos de NOS [30]. Esta analise revelou um gene
candidato, codificando para um oxidoredutase (LinJ.19.1490), que foi amplificado a
partir do DNA gendmico de L. infantum (clone MHOM/MAG67ITMAP263) e clonado no
vector pET-28a (representacdo do plasmideo no anexo 1). A sobre-expressdo em
bactéria desta proteina de 64,1 kDa confirmou que é um enzima que catalisa a reacgao
de sintese de NO a partir da L-arginina, usando BH4, FAD, FMN, Ca®" e calmodulina
como cofactores [30]. Este enzima apresenta uma baixa homologia com os NOS de
mamiferos, possuindo no entanto diversos motivos caracteristicos desta familia de
enzimas (figura 8).
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Figura 8: Sequéncia do sintase do Oxido nitrico de L. infantum (UniProt ID A4HYH5).
Identificagdo dos locais de previsivel ligagdo ao zinco (CxxxxC), a caveolina (FxxxxFxxF, sendo F
um residuo aromatico W, F ou Y), a calmodulina (as setas indicam residuos hidréfobos nas
posicdes 1-8-14) e ao FAD (GxGxxP), e de nitrosilagdo ([KRHDE]C[DE]). O dominio de liga¢do ao
NADPH estd dentro de uma caixa e o motivo de ligagdo ao FAD/NAD(P) caracteristico dos
oxidoredutases esta sublinhado. A semelhanca dos NOS de mamiferos, esta proteina tem dois
dominios, oxigenase e redutase, separados pelo local de ligacdo a calmodulina. Esta analise foi
feita por M. Sousa Silva, utilizando as ferramentas ScanProsite [75], InterProScan [76],
Calmodulin Target Database [77] e Magiic-Pro [78], disponiveis online.
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Com base na sequéncia da proteina é possivel prever a existéncia de dois
dominios distintos: um dominio oxigenase (contendo um local de ligacdo ao zinco e
outro a caveolina), e um dominio redutase (onde é possivel prever os locais de ligacao
a calmodulina e ao FAD, e de possivel nitrosilagdo).

Os parametros cinéticos para o enzima LINOS recombinante (K, e V), tal como
a influéncia dos diversos cofactores na actividade, foram calculados num trabalho
anterior [30].

4.2 - Expressao e purificacao do LiINOS recombinante

O LiINOS recombinante foi expresso em E. coli tendo por base os métodos
previamente optimizados [30]. Esta proteina é expressa na fraccdo insoluvel da
bactéria (encontrando-se presente em corpos de inclusdo), acumulando-se assim na
forma de agregados insoluveis, apesar das diversas condi¢cdes de expressdo testadas
(factores como a concentracdo de indutor, temperatura, e co-expressdo de
chaperones foram anteriormente analisados). Este € um fendmeno bastante comum
guando sdo produzidas grandes quantidades de proteina (revisto em [79]), e em
especial ao expressar proteinas eucariotas em E. coli, na medida em que pode ser
necessdria a introducdo de modificacdes pds-traducionais ou de vias ausentes em
organismos mais bdasicos como os procariotas (revisto em [80]).

Os corpos de inclusdo sdo desprovidos de actividade bioldgica, necessitando de
um elaborado processo de solubilizacdo, refolding e purificacdo para que o produto de
expressao se torne funcional. Normalmente, a solubilizacdo proteica é conseguida
usando elevadas concentra¢cbes de agentes caotrépicos (como ureia ou hidrocloreto
de guanidina), procedendo-se de seguida ao refolding através da remocdo lenta do
desnaturante (revisto em [79]). Sendo assim, de forma a evitar a complexidade
acrescida inerente a purificacdo de LINOS a partir dos corpos de inclusdo, envolvendo a
solubilizacdo em 8M de ureia e a sua remocdo por varios passos de dialise, outras
condicOes de expressao foram testadas.

Esta ja documentada a forma como o cofactor BH; e o grupo heme promovem
a estabilizacdo da estrutura dimérica do nNOS de rato [81]. Por outro lado, foram
também feitos estudos nos quais foi conseguido expressar nNOS humano funcional em
E. coli, através de um processo que envolveu a co-expressdao com os chaperones groEl
e groES, e a adicdo dos precursores do heme e de flavinas ao meio de cultura (acido
aminolevulinico e riboflavina, respectivamente) [82]. Assim, foram feitos novos testes
de expressdao do LINOS na presenca de diferentes combinacdes de BH4, hemina e
riboflavina no meio de cultura, e co-expressdao com chaperones (DnaK, Dnal, GrpE e
ClpB). Contudo, nenhuma das novas tentativas de expressar LiNOS soltuvel se mostrou
eficiente (dados ndo apresentados).
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Desta forma, dada a impossibilidade de melhorar as condigdes de expressao do
NOS de L. infantum, seguiu-se o método previamente implementado para expressao e
subsequente purificacdo do enzima a partir dos corpos de inclusdo. Sendo assim, a
expressao do LiINOS foi induzida com 0,5 mM IPTG, a 372C durante 3 horas, e sem a
adicdo de qualquer suplemento ao meio de cultura [30].

Com o proposito de purificar o enzima recombinante, a fraccdo insolivel do
extracto celular de bactéria foi ressuspendida em PBS com 4 M de ureia. Apesar de se
ter ja observado que esta quantidade de ureia ndo permite a solubilizacdo do LINOS
[30], muitos contaminantes puderam ser solubilizados, sendo portanto removidos
apo6s centrifugacdo. A solubilizagdo do LINOS foi finalmente atingida utilizando PBS
com 8 M de ureia (figura 9).

<«— 75 kDa

<+— 50 kDa

Figura 9: Andlise por SDS-PAGE da expressdo e solubilizacdo do LiNOS. T, Extracto total de
bactéria sem expressao de LiNOS. T, Extracto total de bactéria apds a expressao de LiNOS.
Observa-se a expressdo do enzima recombinante entre os 75 e 50 kDa. S, Fraccdo soluvel do
extracto celular. 4M, Solubilizacdo do pellet (contendo os corpos de inclusdo) em 4 M de ureia.
8M, Solubilizagdo do pellet em 8 M de ureia, sendo observado o enzima LiINOS. M, Marcador
de massa molecular (BioRad).

A proteina recombinante LiINOS é expressdao com uma cauda de 6 histidinas no
N-terminal, como tal, explorou-se a grande afinidade das histidinas para metais como
o niquel de forma a purificar o enzima. Neste sentido, e seguindo o protocolo
anteriormente optimizado [30], incubou-se o enzima solubilizado em 8 M de ureia com
beads magnéticas revestidas de niquel (Millipore). A eluicdo da proteina de interesse
foi feita utilizando imidazolo, que compete com as histidinas pela ligagdo ao niquel. As
fraccoes contendo o LINOS foram identificadas por SDS-PAGE, tendo sido observado
que a maior quantidade de enzima elui na fracgao de 250 mM de imidazolo (figura 10).
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Figura 10: Andlise por SDS-PAGE das diversas frac¢Ges de eluicdo do LiINOS das beads
magnéticas de niquel. M, Marcador de massa molecular (BioRad). FT, Proteinas que ndo
ligaram as beads magnéticas (flow through). 1 a 8, Frac¢Bes recolhidas com a adicdo de
concentragoes crescentes de imidazolo (5 mM, 20 mM, 50 mM, 250 mM (12 vez), 250 mM (22
vez), 250 mM (32 vez), 500 mM e 1 M).

De forma a retirar a ureia do meio e a promover o refolding do LiNOS, a solucdo
proteica foi dialisada a 42 C em PBS com concentragdes sucessivamente menores de
ureia (4 M, 2 M, 1 M e finalmente sem ureia), durante pelo menos duas horas para
cada uma das concentracbes. Desta forma, foi possivel remover lentamente o
desnaturante da solucdo, permitindo um refolding lento do enzima, maximizando
assim a probabilidade de este adquirir a conformacao nativa.

No final do processo de purificacdo descrito, obtiveram-se rendimentos de
aproximadamente 1 mg de proteina por litro de cultura.

O sucesso do processo de purificacdo do LINOS recombinante foi comprovado
por espectrometria de massa, através da técnica de peptide mass fingerprinting (PMF).
Para tal, a proteina purificada foi separada por SDS-PAGE e a banda foi excisada
manualmente (figura 11 A), para digestdo in gel utilizando tripsina. Os péptidos
obtidos foram analisados por MALDI-FTICR (espectro apresentado no anexo 3), e
submetidos a ferramenta MASCOT para identificacdo da proteina, tendo por base o
padrdo de péptidos obtidos apds hidrélise da mesma.

A identificacdo do LiNOS foi inequivoca, tendo sido identificados 20 péptidos,
correspondentes a uma cobertura de sequéncia de 39% (figura 11 B). Desta forma,
comprovou-se que se estava efectivamente a trabalhar com a proteina de interesse,
validando o procedimento até entdo realizado.
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Figura 11: Andlise da proteina purificada por PMF. (A) Separacdo da proteina recombinante
purificada por SDS-PAGE. M, Marcador de massa molecular (BioRad). A banda na zona de
massa correspondente ao LiNOS (64,1 kDa) foi excisada. (B) Sequéncia da proteina LINOS com
representacdo a negrito e sublinhado das zonas da sequéncia identificadas por PMF (20
péptidos identificados, correspondendo a uma cobertura de sequéncia de 39%). A
identificacdo do LINOS foi confirmada apds submissdo das massas monoisotdpicas a
ferramenta MASCOT.

De forma a testar a viabilidade do LiINOS purificado, realizaram-se ensaios
cinéticos utilizando o método da oxi-hemoglobina (descricdo detalhada do método no
anexo 6), na presenca dos cofactores e substratos para a reaccdo (Figura 12). Foi
calculada uma actividade de formacdo de NO de 3,5 nmol.min".mg’, o que se
encontra em conformidade com os registos obtidos previamente, onde foi descrita
uma actividade de 3,2 nmol.min'l.mg'1 para o LINOS recombinante [30]. Deste modo,
comprovamos que o enzima recombinante se encontrava funcional, mostrando que
este adquiriu o folding correcto.
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Figura 12: Actividade enzimatica do LiINOS recombinante. Ensaio realizado com o método da
oxi-hemoglobina. A reacg¢do foi iniciada pela adicdo do enzima recombinante purificado,
obtendo-se uma actividade especifica de 3,5 nmol.min'l.mg"l. Para determinar a actividade, o
valor do declive antes da adicdo de enzima foi subtraido ao declive da zona linear apds a
adicdo de proteina.

4.3 - Producao e teste funcional do anticorpo anti-LiINOS

O enzima LiINOS recombinante foi usado para produzir um anticorpo em ratos
Winstar (produzido no IBMC-UP). Este anticorpo foi fornecido na forma de soro imune
do animal que o sintetizou, sendo necessario testar a sua funcionalidade.

Apds a expressao e purificagao de LINOS recombinante, a proteina foi analisada
por western blot para confirmar a funcionalidade do anticorpo produzido contra este
enzima.

Apds a optimizacdo da concentracdo de anticorpo a utilizar (directamente a
partir do soro do rato), foi possivel observar que este apresentava afinidade para o
LINOS recombinante, permitindo a obtencdo de uma marcacgdo por western blot (figura
13).

75kba — . ~ .
LINOS Figura 13: Detecgdo da proteina
recombinante recombinante L/INOS por western blot

kDa —»
50 kba utilizando o  anticorpo anti-LINOS

produzido para a proteina.
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4.4 - Andlise do extracto do parasita por western blot

Sendo o anticorpo anti-LiINOS especifico para o enzima recombinante, foi
utilizado em extractos proteicos de L. infantum para detectar o NOS enddgeno do
parasita, confirmando a presenca deste enzima de forma a corelacionar com a
actividade anteriormente detectada em promastigotas de L. infantum [30].

Contrariamente ao que se havia verificado para a proteina recombinante
purificada, a analise do extracto celular do parasita por western blot revelou-se
bastante mais dificil, porque era visivel um elevado background sem que houvesse a
marcacdo de bandas definidas (dados ndo apresentados). Este resultado
provavelmente deveu-se a grande complexidade do extracto em si, ao facto do
anticorpo ser policlonal, e a ter sido utilizado o soro directamente sem uma purificagdo
prévia. Foi entdo necessdrio purificar o anticorpo a partir do soro imune.

4.4.1 - Purificagao do anticorpo

Existem diversos métodos para a purificacdo de anticorpos a partir do soro [83,
84], contudo, aquando da escolha do procedimento, foi prestada especial atencdo a
factores como a facilidade de implementacdo e a simplicidade do processo. Neste
sentido, o anticorpo foi purificado utilizando o método de blotted antigen, que se
baseia na separacao do antigénio por SDS-PAGE, transferéncia para uma membrana, e
incubacdo da zona da membrana onde se encontra o antigénio de interesse com o
soro imune. Posteriormente, o anticorpo é eluido da membrana (esquema de
purificacdo no anexo 7).

A comparacdo entre o anticorpo antes e apds purificacdo é apresentada na
figura 14.

75 kDa

50 kba Figura 14: Andlise por SDS-PAGE da

37 kDa purificacio  efectuada ao anticorpo
presente no soro imune. M, Marcador de

25 kDa

massa molecular (BioRad). 1, Anticorpo
purificado. 2, Soro imune antes da

purificacdo.
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Através do procedimento descrito, em particular ao incubar com o soro imune
apenas a zona da membrana contendo o LiNOS, certificdmo-nos de que nao estariam
também presentes eventuais proteinas contaminantes purificadas com o enzima de
interesse. Assim, reduziu-se a probabilidade dos epitopos presentes na membrana
serem reconhecidos por anticorpos que ndo o pretendido.

Apds optimizacdo das condicbes de utilizacdo do anticorpo purificado, analisou-
se a expressdo diferencial do NOS nos principais estadios do ciclo de vida do parasita:
promastigotas (em estado estaciondrio) e amastigotas (figura 15).

Figura 15: Analise do extracto celular de L.
infantum por western blot, com o
anticorpo  especifico para o LiINOS
purificado. O loading control foi feito com
0 anticorpo anti-GAPDH. A, amastigotas. P,
promastigotas. R, LINOS recombinante.

Utilizando o anticorpo anti-LiINOS purificado em extractos proteicos de
Leishmania infantum, obtiveram-se duas bandas claramente definidas em ambos os
estadios do parasita, uma acima dos 50 kDa (mais intensa), e outra mais acima mas
com massa molecular inferior 3 do LINOS recombinante (Figura 15). De forma a
verificar se as estruturas reconhecidas corresponderiam ao LINOS, confirmando
também a expressaio do enzima pelo parasita, analisaram-se as proteinas
correspondentes por PMF. Para o efeito, o extracto total de promastigotas e de
amastigotas de L. infantum foi separado por SDS-PAGE, excisando-se manualmente
guatro zonas no gel: uma banda correspondente a massa do LiINOS recombinante
(Figura 16 b), as zonas imediatamente acima e abaixo (Figura 16 a,c), e a banda acima
dos 50 kDa (Figura 16 d) .
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Figura 16: Separacao do extracto celular do
parasita e da proteina recombinante por
SDS-PAGE para andlise por PMF. M,
Marcador de massa molecular (BioRad). R,
LINOS recombinante purificado. R, Extrato
celular de promastigotas (em estado
estaciondrio). As areas assinaladas
correspondem as zonas excidas do gel: a)
Zona de migracdo acima do LiNOS
recombinante. b) Zona de migracdo do
LINOS recombinante. c) Zona de migragdo
abaixo do LINOS recombinante. d) Zona
imediatamente acima dos 50 kDa.

As proteinas presentes em cada uma das areas excisadas foram digeridas in gel

com tripsina, tendo os péptidos resultantes sido analisados por MALDI-FTICR.

Utilizando o software BioTools, as massas monoisotdpicas dos espectros obtidos foram

comparadas com a digestdo tedrica do LINOS e com as massas monoisotdpicas

experimentais obtidas apds digestdo da proteina recombinante. Os péptidos

identificados em promastigotas e amastigotas sdo apresentados nos quadros 1 e 2,

respectivamente, tal como os erros associados a identificagdo dos mesmos, e a

comparagdo com o espectro de massa da proteina recombinante. Na figura 17 é

apresentada a comparacdo detalhada de um espectro de massa obtido a partir do

extracto celular e outro a partir do LiINOS recombinante.
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Quadro 1: Andlise dos péptidos do LINOS detectados em cada zona do extracto de promastigotas de L. infantum. Os desvios associados a identificacdo e as

coberturas de sequéncia correspondentes sdo apresentados, bem como a identificacdo dos péptidos comuns ao enzima recombinante, e desvio associado.

As diferentes cores representam péptidos distintos.

Promastigotas
Massa . Massa .
Zona do . .. Cobertura , . . Desvios ao valor . .. Desvio ao valor
= Péptidos detectados - . . Massa teorica monoisotdpica = .. ., . monoisotdpica -
gel de sequéncia | — tedrico (ppm . em extracto (ppm)
em extracto em recombinante
[YSDSKPSSASSTSTTPSPDPEKVR 2624,269 2624,255 -0,024 2624,262 2,667
a EVCARRSANLPAATAVGADAQR 10,5 % 2284,157 2284,175 7,736 2284,171 -1,751
AELLYDETLQEALR 1663,854 1663,845 -5,734 1663,856 6,611
b EVCARRSANLPAATAVGADAQR 6.2% 2284,157 2284,225 7,513 2284,171 -23,641
= AELLYDETLQEALR g 1663,854 1663,845 -5,323 1663,856 -6,611
YIDPPALPTTGSPGEWERAEMKAR 2672,314 2672,354 14,988 2672,299 -20,581
c [YSDSKPSSASSTSTTPSPDPEKVR 14 8% 2624,269 2624,241 10,409 2624,262 8,002
= EVCARRSANLPAATAVGADAQR o7 2284,157 2284,185 11,877 2284,171 -6,129
AELLYDETLQEALR 1663,854 1663,845 -5,221 1663,856 6,611
EVCARRSANLPAATAVGADAQR 2284,157 2284,194 15,879 2284,171 -10,069
g ASTAAGSAPFPCWVFYGARTK 6,8% 2245,086 2245,089 1,169 nao encontrado ndo encontrado
AELLYDETLQEALR 1663,854 1663,852 -1,196 1663,856 2,404
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Quadro 2: Andlise dos péptidos do LINOS detectados em cada zona do extracto de amastigotas de L. infantum. Os desvios associados a identificacdo e as
coberturas de sequéncia correspondentes sdo apresentados, bem como a identificacdao dos péptidos comuns ao enzima recombinante, e desvio associado.
As diferentes cores representam péptidos distintos.

Amastigotas
Massa .
. .. Desvios ao Massa .
Zona do , . Cobertura de . . monoisotdpica — . . . Desvio ao valor
—el Péptidos detectados —se udncia Massa tedrica P — valor tedrico monoisotdpica em—extracto (oom)
el sequencia E— (ppm) em recombinante
a YIDPPALPTTGSPGEWERAEMKAR 6.5% 2672,314 2672,349 13,169 2672,299 18,710
= AELLYDETLQEALR 270
YIDPPALPTTGSPGEWERAEMKAR 2672,314 2672,352 14,410 2672,299 19,833
b EVCARRSANLPAATAVGADAQR 12.5% 2284,157 2284,190 14,143 2284,171 8,318
= AELLYDETLQEALR e
YEYALSREEDNKK 1644,786 1644,786 6,840 1644,794 4,864
[o AELLYDETLQEALR 2,4%
g AELLYDETLQEALR 2,4%
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Figura 17: Comparagdo detalhada entre o espectro de massa do LiNOS recombinante (B,D,F) e
o do extrato de amastigotas (A,C,E) (proteina digerida a partir da zona de migra¢do do enzima
recombinante, zona b). Identificacdo de dois péptidos correspondentes.

34



A submissdo dos espectros obtidos a partir do extracto a ferramenta MASCOT
ndo permitiu identificacdo do NOS, devido ao grande numero de outras proteinas
presentes na mesma zona do gel. Por outro lado, ndo foi possivel a fragmentacao dos
péptidos por MS-MS, o que permitiria a identificagdo da sequéncia dos mesmos,
confirmando que se tratariam de péptidos do LINOS. Contudo, os dados ja referidos,
nomeadamente cobertura de sequéncia superior a 10% em certas zonas do gel,
presenca dos péptidos no espectro de massa do LINOS recombinante, e desvios baixos
relativamente tanto ao digerido tedrico como ao enzima recombinante, apresentam
fortes indicios de que o NOS se encontra no extracto do parasita (tanto de
promastigoas como amastigotas). O facto de a razdo entre os picos da série
monoisotépica do espectro da proteina recombinante ser semelhante a do espectro
obtido a partir do extracto (figura 17), indicia também que a sequéncia do péptido
comparado deverd ser a mesma, constituindo mais um factor que indica que os
péptidos encontrados pertencem ao NOS.

Com base nos resultados obtidos (quadros 1 e 2), observa-se que foram
detectados péptidos com massa correspondente as da digestdo tedrica do LINOS em
todas as zonas digeridas do gel, tanto para promastigotas como para amastigotas. No
caso dos promastigotas, o maior nimero de péptidos (4 péptidos) foi encontrado na
banda imediatamente abaixo do enzima recombinante, correspondendo a uma
cobertura de sequéncia de 14,8% (quadro 1). Relativamente aos amastigotas, o maior
numero de péptidos (também 4 péptidos) foi detectado na zona de migracdo do
LiNOS, correspondendo a uma cobertura de sequéncia de 12,5% (quadro 2). Todos os
péptidos detectados apresentam desvios baixos relativamente as massas
monoisotépicas tedricas, entre 0 e 20 ppm (quadros 1 e 2). Observa-se que 5 dos 6
péptidos encontrados no extrato de Leishmania foram também detectados no
espectro do enzima recombinante (quadros 1 e 2 e figura 17), com desvios até
aproximadamente 25 ppm. Estes valores de cobertura de sequéncia obtidos em
extractos sdo muito inferiores ao que se conseguiu com o enzima recombinante
purificado, visto a abundancia da proteina no extracto ser menor que no
recombinante. Para além disso, no extracto ha muitas outras proteinas que migram na
mesma massa molecular, com concentragdes superiores e que dominam o processo de
ionizagao.

As maiores coberturas de sequéncia foram detectada nas zonas préximas do
local de migracdo do enzima recombinante, enquanto na banda acima dos 50 kDa
apenas foi detectado um péptido, indicando que o LINOS deverd corresponder a
proteina detectada no western blot da figura 15 com massa mais préoxima do enzima
recombinante (sinal menos intenso). O facto do NOS endégeno do parasita possuir
uma massa menor gque a variante recombinante podera estar associado a presenca da
cauda de  histidinas na variante recombinante (sequéncia  adicional:
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MGSHHHHHHSSGLVPR, correspondendo a uma massa de aproximadamente 2 kDa). No
entanto, a diferenca de massas observada no western blot da figura 15 parece ser
superior a 2 kDa. Isto podera indiciar que o enzima seja processado na célula, através
de edicdo do mRNA por um processo de trans-splicing [85, 86], ou por algum processo
de hidrélise pds-traducional [86]. No entanto, uma analise da sequéncia do LiINOS com
as ferramentas SignalP  (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) e PrediSi
(http://www.predisi.de/) ndo revelou a existéncia de qualquer péptido sinal.

Os resultados até aqui apresentados evidenciam que o NOS serd expresso tanto
em promastigotas como amastigotas, apresentado uma massa ligeiramente inferior a
do enzima recombinante. Os dados obtidos mostram também que a expressao do NOS
serd igual em amastigotas e promastigotas em estado estacionario (figura 15).

O trabalho futuro passa pela confirmacdo inequivoca de que a estrutura
reconhecida por western blot corresponde efectivamente ao NOS, por exemplo através
da digestdo tedrica do proteoma total de L. infantum com tripsina, e identificagcdo das
proteinas que possam gerar péptidos da mesma massa daqueles que foram
identificados. A sobrexpressdao do LINOS em L. infantum podera também permitir
elucidar este facto, caso se observe um aumento de uma das proteinas reconhecidas.

4.5 - Estudo cinético do sintase do 6xido nitrico de L. infantum

Os resultados anteriores evidenciam que o sintase do o6xido nitrico estd
presente em promastigotas e amastigotas, apresentando iguais niveis de expressao.
De forma a perceber se esses niveis de expressao se traduziriam numa producdo igual
de NO nestes estadios do ciclo de vida do parasita, realizou-se um estudo cinético do
enzima presente no extracto.

4.5.1 Deteccao de actividade enzimatica em extractos celulares

Para a determinacdo da actividade de NOS em L. infantum, utilizaram-se
extractos celulares (extractos proteicos totais) de parasitas no estado de
promastigotas (em fase estaciondria) e de amastigotas. Foi adicionado o substrato do
enzima (arginina) e todos os cofactores conhecidos dos NOS de outros organismos
(BH4, FAD, FMN, Ca2+, calmodulina e NADPH) e ja utilizados anteriormente com o
LiNOS recombinante.

Apds a adicdo de extracto celular de promastigotas ou de amastigotas,
observou-se um aumento na diferenca de absorvéncias entre 401 e 421 nm,
correspondendo a um aumento da quantidade de meta-hemoglobina em solucdo
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(figura 18 A e B). Observou-se também que esta variacdo de absorvéncia é
proporcional a quantidade de extracto celular adicionado, com valores de actividade
especifica de 1,32 + 0,06 nmol.min".mg™ (n=9) e de 1,33 + 0,13 nmol.min".mg™ (n=3)

para

60 e 120 pg de extracto (média =

SEM), respectivamente, no caso dos

promastigotas. Para os amastigotas, as actividades registadas foram 1,48 + 0,13

nmol.min'l.mg'1 (n=3) para 60 ug de extracto, e 1,11 nmol.min'l.mg'1 para 120 pg de

extracto.
Quando o extracto celular é fervido previamente a adigao a mistura reaccional,
ndo se observa variacdo da diferenca de absorvéncias, e na auséncia de extracto

celular ndo promove qualquer formagao de meta-hemoglobina (figura 18 C).
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Figura 18: Curvas de progressao dos ensaios
cinéticos realizados com extractos celulares
totais de L. infantum. A actividade foi
iniciada pela adicdo do extracto. (A)
Actividade em promastigotas (em estado
estacionario). (B) Actividade em
amastigotas. (C) Controlos com o extracto
fervido (60 pg de extracto de
promastigotas) e sem extracto. Os valores
de actividade especifica  calculados
encontram-se indicados no texto.

A actividade especifica calculada para o NOS de L. infantum em extracto celular
do parasita é mais elevada que aquela que foi obtida para o NOS de Trypanosoma cruzi

em extracto celular (0,1 nmol.min'l.mg'l) [87]. Contudo, as condi¢cbes experimentais

utilizadas pelos autores diferem daquelas que foram por nds seguidas (especialmente

em termos da concentracao de arginina, calcio e BH,), tornando portanto impossivel a

comparacdo directa entre a actividade do NOS destes dois tripanossomatideos.
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4.5.2 - Testes com o inibidor N-Nitro-L-Arginina (NNA)

De forma a confirmar que a actividade enzimatica observada se deveu
efectivamente a formagcdao de NO pelo NOS, os ensaios cinéticos foram repetidos na
presenca de concentragdes crescentes de N-Nitro-L-Arginina (NNA) com promastigotas
em estado estaciondrio. Sendo o NNA um andlogo da arginina (substrato do NOS), este
estd caracterizado como inibidor competitivo do enzima [88], permitindo portanto
validar o estudo. Para evitar o uso de concentracdes muito elevadas de inibidor, estes
ensaios foram realizados na presenga de 50 uM de arginina, ao contrdrio dos 100 uM
usados nos ensaios anteriores (visto o NNA competir com o substrato pela ligacao ao
enzima). O facto de se usar 50 uM de substrato ndo apresenta quaisquer limitacdes a
actividade enzimatica, visto o enzima manter-se em condicdes saturantes (ver seccdo
“Influéncia dos diversos substratos e cofactores da reaccdo para actividade enzimatica
- Influéncia do substrato: Arginina”).

As actividades especificas registadas na presenca de NNA sdo apresentadas no
grafico da figura 19. Observa-se que a actividade diminui a medida que a concentragao
de inibidor vai aumentando, mostrando portanto que a adicdo do andlogo da arginina
NNA inibiu a formacdo de meta-hemoglobina a partir da variante oxy-Hb, ou seja,
inibiu a formagao de NO por um sintase do éxido nitrico presente no extracto celular
de L. infantum.

2,2 ~

1,8
1,6 ¢

1,4 }

1,2 +

0,8 -

0,6 -

0,4 -

0,2 -
0 . . . |

0 200 400 600 800
Concentragdo de NNA (uM)

Actividade (nmol.min-.mg-1)

Figura 19: Actividade especifica do LiINOS na presenca do inibidor N-Nitro-L-Arginina (NNA) (os
resultados apresentados correspondem a média + desvio padrdo (n=2)).
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4.5.3 - Influéncia dos substratos e cofactores da reac¢ao para
actividade enzimatica

A sintese de NO pelo sintase do éxido nitrico foi demonstrada em extractos
celulares de L. infantum (trabalho desenvolvido no ambito desta tese). No entanto, é
importante compreender em maior detalhe a forma como a reacg¢dao ocorre e a
dependéncia dos diversos cofactores, como anteriormente feito para o LINOS
recombinante [30]. Para tal, testou-se a importancia dos diversos intervenientes da
reacgao (isto é, arginina, calcio, FMN, FAD, BH4, NADPH e calmodulina) na cinética do
enzima, através da comparac¢do da actividade na presencga e na auséncia dos referidos
substratos e co-substratos/cofactores. Os resultados sdo apresentados em termos
percentuais relativamente a actividade obtida para a reac¢do na presenca de todos os
intervenientes (quadro 3).

Quadro 3: Valores percentuais da actividade obtida na auséncia de cada um dos cofactores e
substratos da reaccdo. Os testes foram executados 3 vezes, apresentando-se a média dos trés
ensaios + SEM (standard error of the mean). Nas células em que ndo aparecem valores, os
ensaios nao foram realizados.

Interveniente excluido da Percentagem (%) da actividade detectada
reaccao
Extracto L. infantum Enzima recombinante [30]
Nenhum 100,0 100,0
Arginina 93,6 + 15,6 (n=3) =
BH, 46,6 +5,7 (n=3) 28,0
CaCl, 83,5+12,9 (n=3) 21,0
NADPH 70,1 £ 16,8 (n=3) -
Flavinas (FAD e FMN) 109,3+ 7,4 (n=3) 54,0
Calmodulina bovina 166 + 10,4 (n=3) -
Calmodulina, FAD e FMN - 35,0

Influéncia do substrato: Arginina

Observa-se que a nao adicdo de arginina a mistura reaccional ndo afecta a
cinética da reacgdo (aproximadamente 90% de actividade), revelando que a
concentracdo de arginina no extracto devera ser saturante para o NOS. Esta hipdtese
foi comprovada com o aumento da concentracdo de arginina, visto ndo se ter
observado um aumento da actividade com o aumento da concentracao do substrato.
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Desta forma, ndo foi possivel a determinacdo dos parametros cinéticos do
enzima em extractos proteicos totais, como foi feito para o LINOS recombinante [30],
visto neste Ultimo caso ndo existir qualquer arginina prévia na mistura reaccional.

Influéncia dos dadores de electrdes: Flavinas (FAD e FMN) e NADPH

A exclusdo das flavinas (FAD e FMN) em nada afectou a actividade enzimatica,
visto o valor de actividade se manter nos 100%. Este resultado podera ser explicado,
uma vez mais, pela existéncia de FMN e FAD enddgenos no extracto celular que
contribuam para actividade enzimatica. No caso do enzima recombinante, nao existe
qualquer outra fonte de flavinas, e dai que a remoc¢do das mesmas se traduza num
decréscimo da actividade em 46% [30].

Quanto aos niveis de NADPH adicionado externamente, terdo uma influéncia
mais significativa para a actividade do NOS enddgeno do parasita, visto a auséncia
deste co-substrato provocar uma redugao de aproximadamente 30% na actividade
enzimatica.

Influéncia do calcio

A auséncia da adicdo de cdlcio a mistura reaccional traduziu-se numa
diminuicdo da actividade do NOS enddgeno em cerca de 20%, enquanto no caso do
enzima recombinante a auséncia deste metal levou a um decréscimo da actividade de
80 % (relativamente ao controlo em que estdo presentes todos os cofactores) [30].
Uma vez mais, esta diferenca podera ser explicada pela ja existéncia de cdlcio no
extracto celular do parasita, no entanto sera também possivel que existam que
existam diversas isoformas de NOS em Leishmania com diferentes dependéncias de
Ca”.

Estes resultados parecem indicar que a semelhanca dos nNOS e eNOS de
mamiferos (isoformas constitutivas, revisto em [32, 46]), o NOS de L. infantum sera
também dependente do cdlcio para se tornar activo.

Com o intuito de comprovar esta dependéncia de calcio pelo NOS presente no
extracto de L. infantum, foram realizados ensaios cinéticos na presen¢a do quelante
EGTA, visto este ter uma elevada afinidade para o célcio (geralmente utilizado neste
tipo de estudos) e ser compativel com o método da oxi-hemoglobina [88-91]. As
actividades obtidas para as diferentes concentracdes de EGTA sdo apresentadas na
figura 20.
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Figura 20: Influéncia da concentracdo de EGTA para a actividade especifica em extractos totais
de promastigotas em estado estacionario.

Observa-se que a actividade do enzima diminui com o aumento da
concentracdo do quelante, ficando assim demonstrado que o sintase do dxido nitrico
de L. infantum é dependente do calcio. O facto de a actividade decrescer até 0 com a
concentracdo mais elevada de EGTA (6 mM) parece também indicar que nos extractos
totais dos parasitas crescidos nas condi¢des utilizadas para o presente estudo (ver
“Materiais e métodos”), ndo deverdo existir outras isoformas de NOS independentes
do célcio.

Influéncia da calmodulina bovina

Contrariamente ao que foi observado para os outros intervenientes da reacc¢ao,
a auséncia de calmodulina bovina no extracto celular aumentou a velocidade da
reaccdo em cerca de 65%. Este resultado contrasta com o que foi observado para o
enzima recombinante, em que a auséncia da calmodulina e das flavinas reduzem a
actividade do LiNOS em 65%, face a um decréscimo de cerce de 45 % na auséncia das
flavinas apenas [30]. Esta observagao pode ser explicada pelo facto de nos ensaios com
enzima recombinante ndo existir outro tipo de calmodulina que permita a ocorréncia
da reacgdo, sendo esse papel desempenhado pela calmodulina bovina adicionada. No
caso do extracto celular, muito provavelmente existirda calmodulina endégena no
parasita. Uma pesquisa no genoma de L. infantum revelou a existéncia de varios genes
gue poderdo codificam para a calmodulina (UniProt ID: A4AHU13, A4HVP4, A41D29,
A41620, A413F5, A4HZA9, AAHWIJ1, E9AH80, A4HTS8, A4IBS7 [92]). Sendo assim, a
variante bovina adicionada a reac¢do competird com a proteina endégena pela ligacao
ao NOS, e ndo sendo natural no parasita podera reduzir a actividade enzimatica.
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Por esta razdo, a partir do momento desta observacdo, todos os ensaios
subsequentes em extractos de parasitas foram efectuados na auséncia de calmodulina
bovina.

Influéncia do BH,4

O cofactor cuja variacdo de concentracdo tera maior influéncia na actividade
enzimatica serd o BH,4, visto a auséncia do mesmo traduzir-se num decréscimo da
actividade em aproximadamente 55%. Estes dados s3ao concordantes com o que foi
observado para o enzima recombinante, onde ficou demonstrada a grande
importancia deste cofactor para a actividade do LINOS recombinante (a auséncia de
BH,4 reduziu a actividade do enzima recombinante para 28% do valor na presenca do
cofactor [30]).

Este resultado permite inferir que a concentracdao de BH4 no extracto celular
serd limitante para a actividade do NOS, o que implica que varia¢gdes na concentragao
fisiolégica do mesmo possam ter implicagGes na regulacdo da actividade enzimatica.
Para melhor compreender o papel deste cofactor para a cinética deste enzima,
estudou-se a influéncia da variacdo da concentracdo de BH; na sua actividade em
extractos de promastigotas e amastigotas.

Os primeiros testes foram efectuados com extractos celulares de promastigotas
em fase estaciondria, na presenca de calmodulina. Os ensaios foram realizados quatro
vezes para cada concentracdo de BH,; apresentando-se a média das actividades
calculadas (figura 21).
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Figura 21: Influéncia da concentracdo de BH, para a actividade especifica do NOS em extractos
totais de promastigotas em estado estacionario (n=4).
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No grafico da figura 21, observa-se que a actividade do sintase do éxido nitrico
aumenta linearmente com a concentragao de BH,. Esta tendéncia prolonga-se numa
gama alargada de concentragdes, o que sugere que a variagdo na concentragao de BH,
no interior celular serd muito provavelmente um regulador da actividade do sintase do
oxido nitrico.

Estudos anteriores com o LiINOS recombinante mostraram que a actividade do
enzima aumenta com o aumento da concentra¢do de BH, de forma cooperativa [30].
Este comportamento é consistente com o modelo de associagdo-dissociacdo de
cooperatividade para a ac¢do do BH4 [93], anteriormente descrito para outros NOS. No
entanto, se o enzima recombinante for pré-incubado com o cofactor BH,, deixa de
haver uma relagao sigmoidal entre a concentra¢do de BH,4 e a actividade enzimatica,
passando a existir uma dependéncia linear (M. Sousa Silva, comunica¢dao pessoal),
idéntico ao que se observou em extractos de L. infantum. Desta forma, é muito
provavel que o enzima enddgeno ao parasita possua o BH, ligado.

Com o objectivo de perceber se esta tendéncia se manteria em outras etapas
do ciclo de vida do parasita, a experiéncia foi repetida utilizando extractos celulares de
amastigotas, desta vez ja na auséncia de calmodulina bovina. Os resultados
encontram-se expostos no grafico da figura 22.
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Figura 22: Influéncia da concentragcdo de BH, para a actividade especifica do NOS em
amastigotas.

Uma vez mais, pode observar-se uma relagdo linear entre a actividade do NOS e
a concentracdo de BH,, ficando portanto demonstrado que esta tendéncia mantem-se
nos dois principais estadios do ciclo de vida do parasita (promastigotas e amastigotas).
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4.5.4 - Actividade do NOS ao longo do ciclo de vida do parasita

A existéncia do NOS em L. infantum foi previamente demonstrada, no entanto,
ndao possuimos ainda quaisquer evidéncias experimentais acerca da sua fun¢do na
célula e relevancia para a sobrevivéncia do parasita. Uma das hipdteses ja formuladas
para o papel do NOS em Leishmania foi a do NO sintetizado endogenamente exercer
um feedback negativo sob a producao de NO pelos macrdéfagos, contribuindo desta
forma para a sobrevivéncia da Leishmania [70]. Por outro lado, é conhecida a
existéncia de um NOS constitutivo em Trypanosoma cruzi, que sintetiza NO que leva a
inibicdo da apoptose, contribuindo para a sobrevivéncia do parasita (revisto em [44]).
Visto este projecto ter o objectivo a longo prazo de identificar o potencial do NOS
como alvo terapéutico contra a Leishmania infantum e outros tripanossomatideos, a
obtencdo de informacdo sobre a funcdo e relevancia do enzima na célula é de elevada
importancia.

Ao longo do ciclo de vida da L. infantum, o parasita alterna entre um estado de
promastigota flagelado no vector (mosca da areia) e uma forma amastigota, sem
flagelo, que se desenvolve nos macroéfagos do hospedeiro mamifero (revisto em [2, 7,
8]). Sendo o éxido nitrico um importante mensageiro celular, e estando também
envolvido na defesa celular anti-tripanosomatideos, a determinagao da actividade do
NOS ao longo do desenvolvimento da L. infantum podera permitir inferir acerca da
relevancia do enzima para cada uma das fases do ciclo de vida.

De modo a analisar como a actividade do enzima NOS de L. infantum varia em
resposta ao BH,4 ao longo do ciclo de vida do parasita, foram feitos testes de actividade
em extractos celulares de promastigotas em fase exponencial de crescimento, de
promastigotas em estado estaciondrio, e de amastigotas, para duas concentracdes de
BH4: 0,2 e 1,2 mM (quadro 4).
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Quadro 4: Actividade do NOS em extractos de L. infantum ao longo do ciclo de vida do
parasita: promastigotas em fase exponencial e em fase estaciondria de crescimento, e
amastigotas. Os ensaios foram realizados para duas concentracbes de BH, 0,2 e 1,2 mM,
apresentando-se a média + SEM.

Os valores médios obtidos com 0,2 mM de BH, por 10® células foram comparados através de
um teste t: para promastigotas em divisdo e promastigotas em estado estacionario, p-value <
0,05; para promastigotas em divisdo e amastigotas, p-value < 0,001; e para promastigotas em
estado estaciondrio e amastigotas, p-value < 0,05.

Actividade por massa de .. .
rofel'na Actividade por 10® células
p.—.1 1 (nmol.min'1.10'8 células)
(nmol.min".mg™)
HBERIDELE 0,2 mM BH, 1,2mMBH, | 0,2mM BH, 1,2 mM BH,
parasitas
Promastigotas gm 1,73 £0,018 577 0,367 £ 0,004 0,977
fase exponencial (n=3) (n=3)
i + +
Promastlgc?tas’e'm 1,61 +£0,012 6,80 0,218 £ 0,012 0,757
fase estacionaria (n=7) (n=7)
1,64 +£0,117 0,180+ 0,014
H ’ ’ 1 7 ’ 1
Amastigotas (n=3) 6,8 (n=3) 0,56

A actividade do NOS por miligrama de proteina para 0,2 mM de BH,4 ndo varia
durante os estadios estudados do ciclo de vida do parasita. O aumento da
concentracdo de BH4 podera ter maior influéncia para a actividade do enzima presente
em promastigotas em estado estaciondrio e amastigotas do que nos promastigotas em
fase exponencial, visto o aumento de BH4; de 0,2 para 1,2 mM ter aumentado a
actividade dos promastigotas em estado estacionério e amastigotas em cerca de 4
vezes, enquanto para os promastigotas em fase exponencial de crescimento o
aumento foi de apenas 3,3 vezes. Contudo, os dados relativos a relacdo entre a
actividade e a concentrag¢ao de BH4 necessitam confirmacao.

Relativamente 2 actividade do NOS de Leishmania infantum por 10° parasitas,
observa-se que a sintese de NO decresce ao longo do ciclo de vida do parasita, tanto
para 0,2 mM como 1,2 mM de BH, (actividade em promastigotas em crescimento >
actividade em promastigotas em estado estaciondrio > actividade em amastigotas).
Uma vez mais, o aumento da concentragdao de BH, parece promover um aumento
maior na actividade dos promastigotas em estado estaciondrio e amastigotas, do que
dos promastigotas em divisdo celular (aumento de actividade de aproximadamente 2,6
vezes nos promastigotas em divisdo, e de aproximadamente 3,3 vezes nos
promastigotas em estado estacionario e amastigotas).
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A actividade do NOS de L. infantum é muito influenciada pela concentracdo de
BH; (trabalho realizado nesta tese), sendo portanto potencialmente regulada por
variacoes da concentracao fisioldgica deste cofactor. Neste sentido, sabe-se que que a
expressao dos transportadores de pteridinas diminui ao longo do ciclo de vida da
Leishmania [94], reduzindo assim a internalizagao de biopterina e BH,. A biopterina e o
BH, sdo percursores essenciais a sintese de BH; em Leishmania, visto estes parasitas
serem auxotroéficos para as pteridinas (revisto em [95]). A concentracdo intracelular de
BH4 foi também ja determinada para promastigotas de Leishmania major em fase
exponencial de crescimento e em estado estacionario (15 nmol/10® células e 1
nmol/10® células, respectivamente) [95]. No mesmo estudo, foi igualmente
demonstrado que a metaciclogénese (e consequentemente a infectividade dos
parasitas) é proporcionalmente inversa ao nivel de BH4; (parasitas com mais BH4
apresentam menor metaciclogénese). Uma das hipdteses colocadas para explicar as
observacdes feitas, é a existéncia de algum enzima ndo identificado que esteja a ser
regulado pelo BHy4, sendo responsavel pelo aumento de infectividade em parasitas em
estado estacionario. Tendo em consideracao a ja referida relevancia da concentragao
de BH,4 para a actividade do NOS de L. infantum, colocamos a hipotese do NOS ser o
enzima cuja actividade desempenha um papel importante no controlo da
metaciclogénese no parasita. Neste sentido, o aumento de BH; em parasitas em
divisdo celular promoveria um aumento da sintese de NO, reduzindo a
metaciclogénese.

Os resultados obtidos sdo concordantes com a hipdtese por nds levantada de
gue a actividade do NOS seria mais elevada em promastigotas em crescimento, devido
a maior concentracgao intracelular de BH4 [95]. Desta forma, estes resultados sugerem
que NO (sintetizado pelo NOS) pode ser responsavel pela regulacio da
metaciclogénese, através de um controlo exercido por variagdes da concentracao
intracelular de BH4, em resposta a variacdo de expressdao dos transportadores de
biopterinas. No futuro, o doseamento da concentracdo de BH,4 nos diferentes estadios
do ciclo de vida de L. infantum sera essencial para perceber a regulacdo da actividade
do NOS.

Uma das hipdteses colocadas relativamente a importancia do NO para a
Leishmania foi a deste radical exercer um feedback negativo sob a producdo de NO
pelos macréfagos [70]. Contudo, observa-se que actividade do NOS por parasita
apresenta um valor mais baixo em amastigotas, o que parece contradizer a hipdtese
descrita. Apesar desta evidéncia, ndo é possivel refutar a hipdtese do NO enddgeno ao
parasita regular a sintese de NO pelo macréfago, pois seria necessario um estudo mais
detalhado, possivelmente através da medicdo directa do nivel de NO sintetizado em
macrofagos infectados e ndo infectados.
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4.6 - Determinacao da estrutura do LiNOS e elucidacao do

efeito do heme, do BH, e do NO sobre a mesma

Todas as isoformas de NOS de mamifero (nNOS, eNOS e iNOS) sao
homodiméricas [34] e a manuten¢dao do estado de homodimero é essencial para
funcionalidade do enzima e consequente producdao de NO e L-citrulina a partir da
oxidacdo de L-arginina e NADPH (revisto em [34, 96]). Visto a dimerizacdo ser essencial
para a activacdo do NOS, a compreensdao da forma como a célula controla este
processo tem sido alvo de interesse. Neste sentido, foi observado que a formagdo do
dimero é promovida pela ligagdo de arginina ou de cofactores como o grupo heme ou
BH4. Os estudos a este nivel permitiram a construcdo de modelos explicativos do
processo de dimerizacdo do NOS, como o exemplo apresentado na figura 23
relativamente ao iNOS. Neste caso, a dimerizacdo é promovida pela adicdo do grupo
heme, pela arginina e pelo BH4, num processo que envolve dois estados distintos:
primeiro o dominio redutase torna-se funcional, e posteriormente ocorre a
dimerizagdo induzida pelo heme e incorporagao estavel de BH, (revisto em [34]).

oxygenase

domain
N ‘ ] (heme) (heme |(heme (heme ’ ?e?e}
. ) L J H@_J H.B
Folding - e~ i =
/ \ / \
—— —_— = O A — /
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FAD FMN FMN FMN FMN L-Arg [FMN FMN
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reductase (Inactive) (active)
domain

Figura 23: Modelo para a formacdo do dimero de iNOS. Apds traducdo, a proteina liga a
calmodulina, FMN e FAD, fomando um mondmero heme-free. A ligacdo do heme promove a
dimerizagdo do enzima, que posteriormente ao ligar Arginina e BH, se torna funcional [34].

Relativamente as isoformas constitutivas (eNOS e nNOS), a incorporacdo do
heme é uma vez mais essencial a dimerizacdao. Contudo, o BH; apresenta uma
relevancia menor, tendo sido observado que em eNOS e nNOS expressos em E. coli (e
portanto sem BH,4) podiam ser detectadas quantidades significativas de dimero (revisto
em [97]). Pensa-se que estas diferencas entre isoformas de NOS se deverdo a zona do
enzima responsavel pela dimerizacdo, ou seja, enquanto para o iNOS apenas o dominio
oxidase devera estar envolvido na formacdo de dimero (sendo que é neste dominio
que se localiza o local de ligagcdo ao BH,), para o eNOS e nNOS tanto o dominio oxidase
como redutase contribuirdo para a dimerizacdo (revisto em [97]). Contudo, apesar
desta menor importancia do BH, face a formacdo da estrutura quaternaria funcional
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do enzima, foi demonstrado em nNOS que a ligacdo deste cofactor promove a
formacdo de dimeros extremamente estdveis, resistentes ao SDS [73]. Os restantes
cofactores tém um papel variavel para a estabilizacdo da estrutura quaterndria do
enzima, dependendo da variante de NOS. No caso do eNOS, foi observado que a
presenga de Ca?*/CaM, FAD, FMN, NADPH, e hemina n3o contribui para a estabilizagao
do dimero [47]. Por outro lado, o iNOS é estabilizado pela ligagao a calmodulina [98],
pela formacao de clusters de zinco [99], e pela ligacdo ao substrato, a arginina [73].

A actividade dos NOS de mamifero pode ser regulada pela ac¢do do NO,
nomeadamente através da competicdo com o oxigénio pela ligagao ao grupo heme ou
pela nitrosilagdo do enzima (adi¢do de uma modificagdo pds-traducional (PTM) pelo
NO) [96-99]. Na literatura, estdo descritos diversos estudos que mostram como o NO
leva a alteragdes na estrutura quaterndria do enzima, promovendo uma destabilizacdo
do dimero [40, 99, 100]. Sendo assim, de forma a elucidar outros possiveis
mecanismos de regulacdo do NOS de L. infantum, pretendeu-se estudar a influéncia do
NO para o enzima, nomeadamente para a estrutura quaterndria do mesmo. Como tal,
tornou-se necessdrio elucidar em primeiro lugar a estrutura quaterndria do LiNOS, e
perceber também os mecanismos que regulam a formacao e estabilizacdo da mesma.

4.6.1 - Estudo da estrutura quaternaria do LiINOS

Dada a elevada estabilidade apresentada pelos NOS na presenga de alguns
cofactores, nomeadamente estabilidade ao SDS [73], um dos métodos mais utilizados
para estudar a estrutura quaternaria do enzima baseia-se na realizacdo de SDS-PAGE a
baixa temperatura (isto é, LT-PAGE, do inglés Low Temperature-PAGE), visto permitir a
manutencado das interac¢des que estabilizam a estrutura quaterndria do enzima.

Existem estudos que destacam o papel importante do heme e do BH,4 para a
dimerizacdo e estabilizacdo da estrutura dos NOS de mamiferos, como tal os testes de
LT-PAGE foram realizados em enzima recombinante na presenca de hemina e BHy,
seguindo-se uma analise por western blot.

4.6.1.1 - Preparacdo de LiINOS recombinante na presenca de BH, e heme

Estudos anteriores mostram que a adicdo de BH4; promove um aumento da
actividade do LiINOS recombinante [30], e que na auséncia deste cofactor o enzima
recombinante é instavel a -202C, formando agregados numa forma dependente do
tempo. A preparacao de LINOS recombinante com BH, foi efectuada através da adicao
de 5 uM deste cofactor as solugcdes com 1M e OM de ureia durante a didlise efectuada
para retirar a ureia e renaturar o enzima.
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Relativamente a producdo de LiINOS com heme, esta descrito que a sobre-
expressao de proteinas hémicas em bactéria nao é eficiente [100-104]. Por outro lado,
a tentativa de obter LiINOS hémico através da adicdo de heme a forma heme-free do
enzima [81] nao foi bem sucedida (dados nao apresentados). No entanto, apesar da
expressao de LINOS recombinante em E. coli na presenc¢a de hemina nao ter permitido
a solubilizacdo do mesmo, apds purificagdo do enzima a solugdo apresentava uma
coloracdo acastanhada caracteristica de proteinas hémicas. Para perceber se ocorreu
ligagdo do grupo heme ao LiNOS, foi tragado o espectro de absorgdao de UV-Vis entre
220 e 550 nm do enzima expresso com hemina e dialisado com BH,4, e comparado com
a proteina expressa sem hemina e também dialisada com BH;, com o enzima sem
quaisquer cofactores, e com o espectro da hemina sem proteina (figura 24).
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Figura 24: Espectros de UV-Vis entre 220 e 550 nm de diversas variantes do LiNOS
recombinante: (A) Linha preta: Enzima expresso na presen¢a de hemina e dialisado com BH,.
Linha vermelha: Enzima expresso na auséncia de hemina e dialisado com BH,. Linha verde:
Enzima sem qualquer cofactor adicionado. (B) Espectro de hemina na auséncia de proteina,
observando-se um aumento de abservéncia caracteristico entre os 350 e os 400nm.

Nos espectros apresentados na figura 24, observamos que a proteina expressa
na presenga de hemina e dialisada com BH, apresenta um aumento de absorvéncia
entre os 350 e os 400nm, caracteristico da presenca do grupo heme, como observado
no espectro de uma solug¢dao contendo apenas hemina.

De forma a comprovar a ligacdo do heme utilizou-se um método alternativo,
coloracdo em gel com um corante especifico de proteinas hemicas: o-dianisidine. Esta
molécula, na presenca H,0, é oxidada pelo grupo heme das proteinas, formando um
composto corado (figura 25).
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Figura 25: Separacdao do LINOS com heme

250 kDa por SDS-PAGE (condi¢Ges ndo redutoras), e

coloracdo com o-dianisidine. (1) LINOS
<4+— 100 kDa . -

expresso com hemina e dialisado com BH,.

) 75 kDa (2) LINOS expresso sem hemina e dialisado

com BH,. (3) Lisozima comercial (controlo

+— 50kDa  pegativo). M, Marcador de massa

molecular (BioRad).

Observa-se coloracdo apenas na proteina expressa com hemina (e dialisada
com BH,), numa massa molecular muito superior (figura 25, (1)). O facto de o enzima
ter migrado muito acima da massa molecular esperada deve-se a utilizacdo de
condicdes ndo redutoras durante a realizacdo do ensaio, o que fez com que o enzima
agregasse. No caso do enzima expresso sem hemina, ou do lisozima, ndo se observa
qualquer coloracdo. Foram realizados também controlos positivos utilizando
mioglobina e hemoglobina, tendo havido coloracdo das proteinas (dados ndo
apresentados).

Uma vez mais, comprova-se que a expressao de LINOS na presenca de hemina
possibilitou a producdo de enzima hémico, permitindo assim o estudo da importancia
do heme para a estrutura quaterndria do mesmo. Fica assim demonstrado que, tal
como os NOS de mamifero, também o sintase do oxido nitrico de L. infantum é um
enzima hémico.

4.6.1.2 - Analise do LiNOS recombinante por LT-PAGE

De forma a elucidar a estrutura do LiNOS, o enzima recombinante foi separado
por LT-PAGE em géis de gradiente de 4-12%, em tampdo MES a pH aproximadamente
neutro, e analisado por western blot. Testaram-se trés variantes distintas do enzima:
LINOS com heme e BH,4, LiINOS sé com BH,4, e LINOS sem quaisquer cofactores, tanto
para amostras fervidas como ndo fervidas. Os resultados obtidos sdo apresentados na
figura 26.
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Figura 26: Separacao do LiINOS recombinante por LT-PAGE (em condi¢Ges redutoras) e analise

por western blot para elucidagdo da estrutura quaterndria do enzima. (A) Variante expressa
com heme e dialisada com BH,. (B) Variante sem heme e dialisada com BH,. (C) Variante sem
cofactores. F, Amostra fervida; NF, Amostra ndo fervida.

Nas amostras ndo fervidas (figura 26, NF), é possivel observar o monémero do
LINOS (64,1 kDa) e a existéncia de duas estruturas com massas correspondentes a
multiplos do mondmero, nomeadamente um dimero, (de aproximadamente 130 kDa)
e um tetrdmero (de aproximadamente 250 kDa). E também observavel que nas
amostras fervidas, os oligdmeros das variantes sem heme (figura 26 B e C, F) sofreram
uma diminuicdo significativa, em especial da estrutura tetramérica, ocorrendo um
aumento da forma monomérica. Por outro lado, a variante com heme e BH, foi pouco
afectada pelo aumento da temperatura, continuando a ser claramente identificados o
dimero e o tetramero de LiINOS (figura 26 A). Estes resultados indiciam que o grupo
heme é um forte estabilizador da estrutura quaternaria do LINOS, denotando-se uma
especial relevancia para a manutencao da integridade do tetramero.

De forma a melhor explicitar o efeito da temperatura para a estrutura
guaterndria do LINOS, gquantificou-se densitometricamente a intensidade das bandas
observadas. Os valores obtidos foram utilizados para tracar os histogramas da figura
27.
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Figura 27: Efeito da temperatura para a estrutura quaterndria do NOS de L. infantum.
Comparagdo entre os valores percentuais de mondémero, dimero e tetramero de vdrias
variantes de enzima recombinante, para amostras ndo fervidas e fervidas. (A) LiINOS com
Heme e BH,4. (B) LINOS com BH,. (C) LiINOS sem cofactores. Os valores apresentados sdo a
média de trés ensaios diferentes.
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Através da quantificacdo densitométrica efectuada (figura 27), o efeito ja
anteriormente detectado pela observacdo dos western blots torna-se ainda mais
evidente: a destabilizacdo da estrutura quaterndria do LINOS proporcionada pelo
aquecimento no caso das variantes ndao hémicas (Figura 27 B e C), e a grande
estabilidade proporcionada pela presenga do grupo heme, em especial para a
estrutura tetramérica (Figura 27 A).

Os testes apresentados na figura 27 foram realizados sob condi¢cbes redutoras
permitindo também afirmar que a estrutura quaternaria do L/INOS ndo serd
dependente de ligacbes persulfureto.

Por outro lado, o facto de estarem presentes estruturas oligoméricas na
variante sem quaisquer cofactores (Figura 27 C), mostra que ao contrario dos NOS de
mamiferos, o sintase do 6xido nitrico de L. infantum n3do necessitara de cofactores
para a formacdo da estrutura quaternaria.

Observa-se ainda que a forma monomeérica do enzima estd sempre presente, o
que pode ser uma consequéncia da expressdao em bactéria [105].

4.6.1.3 - Validacdo por MS das estruturas identificadas por LT-PAGE

De forma a comprovar que as estruturas observadas correspondem
efetivamente a oligdmeros do LiNOS, e ndo a quaisquer contaminantes que pudessem
ter sido co-purificados com o enzima, a variante de LiINOS recombinante contendo o
grupo heme e BH, foi separada por LT-PAGE. As bandas correspondentes as estruturas
de aproximadamente 130 e 250 kDa foram excisadas manualmente e posteriormente
digeridas in gel com tripsina, para subsequente analise por MALDI-FTICR e
identificacdo por PMF (figura 28). Os espectros resultantes sdo apresentados nos
anexos 4 e 5).

A
M LINOS LINOS Tetramero de LINOS
(Zona digerida para
250 kDa > anélise por PMF) (1)
150 kba —»p
~ Dimero de LINOS
100 kDa —» (Zona digerida para anélise
por PMF) (2)
75kDa —p
50 kDa —»
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Figura 28: Analise por PMF do dimero e do tetramero de LiNOS. A identificacdo do LiNOS foi
feita apds submissdao das massas peptidicas a ferramenta MASCOT, para o dimero e para o
tetramero. (A) Separacgdo da variante hémica do LiINOS por LT-PAGE. M, Marcador de massa
molecular (BioRad). LiNOS, proteina recombinante expressa com heme e dialisada com BH,. O
tetramero de aproximadamente 250 kDa (1) e o dimero de aproximadamente 130 kDa (2)
foram excisados manualmente. (B) Sequéncia do LINOS com representacdo a negrito e
sublinhado dos péptidos identificados. Na estrutura tetramérica foram identificados 21
péptidos, correspondente a 43% de cobertura de sequéncia. Na estrutura dimérica foram
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identificados 27 péptidos, correspondendo a 45% de cobertura de sequéncia.

provado que as duas estruturas com massas de aproximadamente 130 e 250 kDa
correspondem efectivamente ao LINOS, confirmando que estas sdo oligdmeros do
enzima, nomeadamente um dimero e um tetramero. Desta forma, foi demonstrado
gue, ao contrario das diversas isoformas de mamifero, o sintase do dxido nitrico de L.

Apds submissdo das massas monoisotdpicas a ferramenta MASCOT, ficou

infantum é um enzima tetramérico.
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Verifica-se curiosamente que a massa do tetramero do LiINOS
(aproximadamente 250 kDa) é similar a massa do dimero das isoformas de NOS de
mamiferos (270 kDa para eNOS, 300-320 kDa para o nNOS, e 250-270 kDa para o iNOS
(revisto em [46])), remetendo para a ideia de que o tamanho sera importante para a
funcdo dos enzimas, tendo sido conservado entre espécies distintas (mesmo havendo
diferencas significativas a nivel estrutural e de sequéncia).

4.6.2- Influéncia do grupo heme e do BH, para a estrutura
quaterndria do LiNOS

Os resultados ja apresentados mostram que o grupo heme estabiliza
fortemente a estrutura quaternaria do NOS de L. infantum (figura 26 A). No entanto,
de forma a melhor compreender o efeito do heme, assim como do BH,4 para a
estrutura do LINOS é necessario um estudo mais abrangente. Sendo assim, a variante
de L/INOS sem quaisquer cofactores foi incubada com diferentes concentracdes de
hemina ou de BH4 (entre 0 e 1 mM), separada por LT-PAGE em géis de poliacrilamida a
10%, e analisada por western blot. A utilizagdo da variante do enzima sem cofactores
garantiu que os resultados obtidos ndo pudessem ter sido influenciados por cofactores
ja enddgenos ao LINOS. Os resultados obtidos sdo apresentados na figura 29.
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Figura 29. Analise por western blot da influéncia do BH; e do grupo heme para a estrutura
quaternaria do NOS de L. infantum. (A e B) LINOS incubado com concentragdes crescentes de
BH,, em amostras ndo fervidas (A) e fervidas (B). (C e D) LiNOS incubado com concentragdes
crescentes de hemina em amostras nao fervidas (C) e fervidas (D).

Relativamente a ac¢do do BH,4; observa-se que no caso das amostras nao
fervidas (Figura 29 A) o aumento da concentracdo deste cofactor promove o
aparecimento de uma marcacgao entre os 250 e 130 kDa, correspondendo ao dimero e
ao tetramero (que devido a baixa resolucdo resultante do uso de géis continuos, sdo
de dificil distincdo). Este resultado mostra que o LINOS, quando em solucdo na
presenca de BH,, liga o referido cofactor, provando que o método utilizado para
produzir enzima recombinante com BH; é eficiente. Por outro lado, quando as
amostras foram fervidas previamente a andlise efectuada, o efeito deixa de ser notério
(Figura 29 B).

Relativamente ao efeito da hemina sobre o enzima, observa-se também uma
estabilizacdo da estrutura quaterndria do LINOS, mesmo quando as amostras foram
fervidas (Figura 29 D). Contudo, este efeito ndo é tdo evidente como no caso do BHy,
como tal, de forma a obter uma analise mais precisa dos resultados apresentados, a
intensidade das bandas obtidas foi quantificada, e os resultados normalizados tendo
em consideracdo a soma das intensidades das 3 espécies oligoméricas (mondmero,
dimero, tetramero, quando detectdveis). Os resultados obtidos sdo apresentados na
figura 30.
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Figura 30. Efeito do BH, e do grupo heme sobre a quantidade relativa de mondmero, dimero e
tetramero do L/NOS. (A e B) Efeito da incubacdo com BH, em amostras ndo fervidas (A) e
fervidas (B). (C e D) Efeito da incubag¢do com heme em amostras nao fervidas (C) e fervidas (D).

Confirma-se o efeito estabilizador do BH; em relagdo a estrutura quaternaria do
NOS de L. infantum, visto a intensidade da banda referente ao dimero e ao tetramero
aumentar com a concentracdo do cofactor, ocorrendo também uma diminuicdo do
mondmero (figura 30 A).

Os dados relativos a accdo da hemina sobre o enzima mostram um efeito
estabilizador mais acentuado que o BH,4 visto ser possivel detectar estruturas
diméricas e tetraméricas do LiINOS mesmo para amostras fervidas (comparar figura 30
B com D). Este resultado mostra também que o efeito estabilizador do heme ocorre
mesmo com enzima ja nativo, ndo sendo necessario que a expressao ocorra na
presenca de heme para que ocorra a ligagao.

Os resultados relativos a acgao do BH, foram confirmados em géis de gradiente
(dados ndo apresentados). No entanto, é necessdria uma futura confirmacdo
relativamente a quantificagdo da estabilizagdo promovida pelo heme e pelo BH,,
permitindo também validar o estudo.

4.6.3 — Accao do NO sobre o LiNOS

Tendo verificado a natureza tetramérica do enzima LiINOS, procedeu-se para o
estudo da influéncia do NO para a estrutura do mesmo. A analise da sequéncia do
LINOS revelou um local de provavel nitrosilacdo (-K-D-E-, Figura 8), tornando-se assim
importante comprovar a formacdo desta PTM no LiNOS, de forma estudar a ac¢do do
NO sobre o enzima.
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4.6.3.1 - Nitrosilacao do sintase do oxido nitrico de Leishmania infantum

A nitrosilacdo é uma modificacdo pds-traducional 1abil e de baixa estabilidade
[106], portanto, para testar a nitrosilacdo do L/INOS utilizou-se o método do biotin-
switch [74], no qual a nitrosilacdo é convertida em biotinilacdo [107], (descricdo
detalhada do processo no anexo 8). O dador de NO utilizado foi o nitrosoglutationo
(GSNO), tendo também sido realizado um controlo no qual foi utilizado glutationo
(GSH). As amostras de LINOS foram posteriormente analisadas por western blot, tendo
sido utilizado um anticorpo especifico para a detectar a biotina. Os resultados obtidos
sdo apresentados na figura 31.

A B
GSNO  GSH GSNO GSH

<4— 75kDa —>

<4+— 50kba —»

Figura 31: Analise por western blot da nitrosilagdo do enzima LiINOS recombinante. Controlo de
loading (A) e western blot com anti-biotina da amostra incubada com nitrosoglutationo (GSNO)
e da amostra controlo incubada com glutationo (GSH).

Observa-se por western blot a presencga de biotina na amostra incubada com o
dador de NO. Pelo contrario, ndo se observou qualquer marcacdo no controlo
incubado com glutationo. Desta forma, foi comprovado que o enzima é efectivamente
nitrosilavel.

4.6.3.2 — Influéncia do NO sobre a estrutura quaternaria do LiNOS

Tendo comprovado a capacidade do LINOS em ser nitrosilado, procedeu-se
para o estudo da influéncia do NO para a estrutura do enzima. Neste sentido, utilizou-
se a uma abordagem que teve por base a incubac¢do das trés variantes recombinantes
de LiNOS (enzima com heme e BH4, enzima com BH,4 e a variante sem quaisquer
cofactores) com nitrosoglutationo (dador de NO). As amostras foram de seguida
separadas por LT-PAGE em gel de gradiente em tampdao MES a pH aproximadamente
neutro, e analisadas por western blot com o anti-LiINOS. As intensidades das bandas
obtidas foram quantificadas, tendo sido utilizadas para tracar histogramas (figuras 32 e
33).
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Figura 32: Influéncia do NO para a estabilidade da estrutura quaternaria do LiNOS. (A) LINOS
com heme e dialisado com BH,. (B) LINOS dialisado com BH,. (C) LINOS sem cofactores. s/,
controlo sem NO. NO, amostra tratada com 50 uM GSNO.
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Figura 33: Influéncia do NO sobre a quantidade relativa de mondmero, dimero e tetramero
para diversas variantes de LiNOS. (A) LINOS com heme e BH,. (B) LINOS com BH,. (C) LINOS sem
cofactores.

Os resultados obtidos (figuras 32 e 33), mostram que nas condig¢des utilizadas
para experiéncia, a incubacdo com 50 uM de GSNO nao afectou significativamente a
estrutura quaternaria do sintase do éxido nitrico de Leishmania infantum, pois ndo se
observam altera¢Oes claras das trés formas do enzima (mondmero, dimero e
tetramero), impedindo assim retirar conclusdes. Observa-se também que este facto se
verifica para as trés variantes de LiINOS recombinante testadas (enzima na presenca de
heme e BH4, enzima sé com BH,4, e uma variante sem quaisquer cofactores).

De forma a estudar em maior detalhe a influéncia do NO para a estrutura
guaterndria do LiNOS, repetiu-se a experiéncia anterior utilizando a variante de enzima
sem quaisquer cofactores, e concenta¢cdes mais elevadas de GSNO (entre 0 e 1 mM)
(figura 34). Uma vez mais, a intensidade das bandas correspondentes ao LiINOS foi
guantificada, permitindo tracar os histogramas da figura 35.

61



0 5 10 50 100 200 500 1000 uM GSNO

250 kDa—» <+— Tetramero

150 kDa —» «— Dimero

75 kDa —»

<+— Mondmero

Figura 34: Influéncia do NO para a estrutura quaterndria do NOS de L. infantum sem quaisquer
cofactores. Incubagdao com diferentes concentragées de GSNO.
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Figura 35: Efeito do NO sobre a quantidade relativa de mondmero, dimero e tetramero do NOS
de L. infantum na auséncia de cofactores. As amostras foram incubadas com concentracées de
GSNO entre 0 e 1000 puM.

A observacdo directa do western blot da figura 34 ndo permite retirar
conclusdes, visto ndo haver diferencas muito significativas entre as bandas presentes
nas diversas lanes. Contudo, a quantificacdo densitométrica permitiu perceber que a
quantidade relativa das espécies oligoméricas (dimero e tetramero) tende a diminuir,
enquanto o mondmero de LINOS umenta com a concentragdao de GSNO (figura 35).

Concluimos portanto que a semelhanca do que ocorre para os NOS de
mamiferos, o NO promove uma destabilizacdo da estrutura quaternaria do sintase do
oxido nitrico de L. infantum.
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O efeito do NO foi reproduzido utilizando géis continuos a 10% de
poliacrilamida. No entanto, a diferenciacdo entre a estrutura dimérica e tetramérica é
dificil. Sendo assim, a realizacdo de mais ensaios utilizando géis de gradiente e a pH
neutro é fulcral para uma anadlise mais detalhada do efeito do NO e para uma
quantificacao desse mesmo efeito.

Estes resultados poderdao indicar um papel do NO na regulagao do enzima
enddgeno, através de um mecanismo de feedback negativo, que podera ocorrer
através da nitrosilacdo do enzima.

O estudo aqui apresentado revela que contrariamente aos NOS de mamiferos,
o LiINOS adquire a estrutura quaterndria sem a necessidade de quaisquer cofactores.
Tal como os andlogos de mamiferos, o LINOS é também um enzima hémico, sendo que
tanto o grupo heme como o BH,; estabilizam a estrutura quaternaria do enzima.
Contudo, o grupo heme promove uma maior estabilizacdo do que o BH,4, podendo este
ligar-se ao enzima apds a obtencdo do folding. Por outro lado, tanto o grupo heme
como o BHy4 ligam-se ao LiINOS sem a necessidade que qualquer outro cofactor esteja
presente.

Pode concluir-se também que, similarmente aos NOS de mamiferos, a
estrutura quaterndria do sintase do oxido nitrico de L. infantum é destabilizada pelo
NO, evidenciando que o NO podera funcionar in vivo como um regulador da actividade
do NOS, através de um mecanismo de feedback negativo, possivelmente através da
nitrosilagao do enzima.

63



5 - Conclusoes e perspectivas

A leishmaniose visceral é uma doenca ainda sem cura e para a qual ndo existem
vacinas humanas, que se apresenta actualmente como um problema latente na zona
Mediterranica, onde o parasita causador da mesma — a Leishmania infantum — é
endémico. Factores como a expansao do territério afectado pelo parasita (devido as
alteragGes climaticas), e um controlo deficitario tanto do vector (mosca da areia) como
do reservatério (principalmente o cdo), fazem com que o aparecimento de epidemias
tenha um risco cada vez mais elevado. Como tal, o desenvolvimento de farmacos
eficazes contra estes parasitas é de especial importancia (revisto em [10, 16, 17, 22,
24, 26]).

A grande quantidade de informacdo disponibilizada pela sequenciacdo do
genoma [108] possibilitou a pesquisa de novos potenciais alvos terapéuticos,
idealmente apresentando grandes diferencas relativamente ao hospedeiro, como é o
caso do enzima sintase do 6xido nitrico.

Com este projecto, comprovou-se a expressdo de um NOS em Leishmania
infantum, cujas caracteristicas permitem estabelecer compara¢des com os NOS
constitutivos de mamiferos (eNOS e nNOS), nomeadamente: a actividade dependente
do cdlcio, uma expressado constitutiva e oligomerizacao independente do BHj,.

Observamos que a actividade do NOS é superior em promastigotas em fase
exponencial de crescimento, decrescendo para promastigotas em estado estaciondrio,
e atingindo o valor mais baixo em amastigotas. Esta descrito que a expressdao dos
internalizadores dos precursores de BH; descresce ao longo do ciclo de vida da
Leishmania (expressdo em promastigotas em crescimento > expressao em
promastigotas em estado estacionério > amastigotas) [94]. A concentracdo de BH,
intracelular foi ja quantificada em Leishmania major, sendo elevada em promastigotas
em divisdo [95]. No mesmo estudo, foi também reportado que a metaciclogénese (e
consequentemente a infectividade dos parasitas) diminui com o aumento da
concentracdo de BH,4. Visto que demonstramos a grande relevancia do BH4 para a
actividade do NOS de L. infantum, e que a actividade do enzima é mais elevada em
promastigotas em crescimento, os resultados aqui apresentados suportam a hipétese
de que a actividade do NOS podera ser relevante para o controlo da metaciclogenese,
através de uma regulacdo promovida pela alteragcdo da concentragdo intracelular de
BH,.

Um estudo futuro a este nivel passaria pela elucidacdo da hipétese formulada,
em primeiro lugar confirmando a concentracdo mais elevada de BH; em parasitas de
Leishmania infantum em fase exponencial de crescimento. Seguidamente, a
comparacdao da nitrosilacdo basal nos diversos estadios permitiria testar se a
actividade é superior in vivo, e finalmente a identificacdo das proteinas
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diferencialmente nitrosiladas entre promastigotas em divisdo e os outros estadios
poderia permitir a identificacdo de alvos relacionados com o controlo da
metaciclgénese.

O trabalho aqui apresentado permitiu a expressao de enzima ligado ao heme,
mostrando assim que tal como os NOS de mamiferos, o NOS de L. infantum é também
um enzima hémico. Contudo, apresenta a particularidade de possuir uma estrutura
tetramérica que se forma sem a necessidade de cofactores, enquanto todas as
isoformas conhecidas de NOS de mamiferos correspondem a enzimas diméricos e que
necessitam de heme para formar a estrutura quaterndria. No entanto, tanto o heme
como o BH; aumentam a estabilidade do NOS de L. infantum, sendo que o heme
confere uma elevada estabilidade a temperaturas elevadas. No futuro, a continuidade
deste estudo passaria pela elucidacdo da accdo de outros cofactores e do substrato
para a estrutura do enzima, e pela confirmacdo da estrutura tetramérica por HPLC,
utilizando uma coluna de exclusao molecular.

Tal como previsto com base na sequéncia primdria do LINOS, o enzima é
nitrosilavel, e similarmente ao que se observa para as isoformas de NOS de mamifero,

o NO promove a destabilizacdo da estrutura quaternaria do enzima.

Com base na informacgdo estrutural obtida, foi possivel desenvolver o seguinte
modelo para a tetrameriza¢ao do LiNOS:

Estabilizagdo por BH, e Heme

4
O
@

Estabilizag8o por BH, e Heme

i
=

Temperatura

.=

Temperatura

Mondmero Dimero

Tetramero

Figura 36: Modelo da formacdo da estrutura quaternaria do NOS de L. infantum. A dimerizacdo
e tetramerizagdo do enzima ocorre sem a necessidade da accdo de cofactores. Tanto o BH,
como o heme estabilizam a estrutura quaternaria do enzima, sendo que o heme é um
estabilizador bastante mais forte que o BH, tornando os oligmeros pouco sensiveis a
temperatura. O NO promove a destabilizacdo da estrutura quaterndria do LiNOS.
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6 - Anexos

Anexo 1 — Representacao do plasmideo pET28a
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Figura Al: Representac¢do do plasmideo pET-28-a (Invitrogen). Presenca do marcador de
seleccdo para kanamicina, e codificacdo para uma causa de 6 histidinas no N-terminal da
sequéncia a expressar.
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Anexo 2 — Representacao do plasmideo pTEX
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Figura A2: Representacdo do plasmideo pTEX (cedido pelo grupo de Parasitologia Molecular do
IBMC —UP). Presenca do marcador de selec¢do para ampicilina.
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Anexo 3 — Espectro de MALDI-FTICR do LiINOS recombinante
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Figura A3: Espectro de MALDI-FTICR obtido para o LINOS recombinante digerido in gel

com tripsina
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Anexo 4 — Espectro de MALDI-FTICR do dimero de LiINOS recombinante.

]
0
<~
b
]
N

© E
< N =
[ ——
5 =
o ~ E
N —=
i
IS i
S
S5 =
N
o~
-
[=t
=
[ag] E
o~
o o —=
b I ]
o +
— — 3+
o~ o~ E
~ ~ —3
~
s
-
o
D
—
i
<
P
D
[==]
~—
(2]
)
=
<
~
— [=2]
=}
0.
©
©
— o~
~
feel
=<)
wn
o ~—
™~
o
—
L
i
o
=
L
i
~
—
=
<
o
[-Spupe——
o
<
proc i
=1 5
T T
™~ (=} 2] (=1
S — =3 =}
><

Figura A4: Espectro de MALDI-FTICR obtido para o dimero de LINOS recombinante,
digerido in gel com tripsina
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Anexo 5 — Espectro de MALDI-FTICR do tetramero de LINOS recombinante.
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Figura A5: Espectro de MALDI-FTICR obtido para o tetramero de LiINOS recombinante,
digerido in gel com tripsina.
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Anexo 6 — Método da oxi-hemoglobina

Um método bastante comum de determinar a actividade do NOS tem por base
a conversao de oxi-hemoglobin (oxyHb) a meta-hemoglobina (metHb) por reac¢ao com
o NO, e que pode ser descrita segundo a equag¢do 1 [109].

(1)

Tanto a oxi-hemoglobina como a meta-hemoglobina possuem espectros de UV-
Vis muito caracteristicos: o espectro de absor¢dao da oxi-hemoglobina (a pH 7,4) é
caracterizado por uma banda de soret (banda y) com maximo de absor¢do a 421 nm, e
por duas bandas B e a menos intensas com maximos a 542 e 577 nm,
respectivamente. O espectro da meta-hemoglobina apresenta os madaximos de
absorcdo da banda de soret a 405 nm (figura A6-1) [109].

0,8 - 405

il = 0xyHb
0,6 1 421

0,5 A A - Ponto ’
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——— metHb

Absorvéncia

03 1
fio 4
0,1 1
0,0 . . A . . . ;

350 400 450 500 550 600 650 700

542 |5 7 577

Comprimento de onda (nm)

Figura A6-1: Sobreposicdo dos espectros da oxi-hemoglobina (oxyHb) e da meta-hemoglobina
(metHb). O ponto de intersecgdo representa o ponto isosbéstico, em que a absorgdo das duas
espécies é idéntica. A forma (di)oxigenada da hemoglobina (oxyHb) apresenta maximos de
absor¢do a 415, 542 e 577 nm, enquanto a forma oxidada (metHb) possui os maximos de
absor¢do a 405 nm (adaptado de [109]).

A actividade do NOS pode entdo ser determinada indiretamente através da
adicdo de oxi-hemoglobina a mistura reaccional, e subsequente monitorizacdo da
conversdo espectral da forma oxigenada em meta-hemoglobina (figura A6-2). A
extensdo de conversdio em meta-hemoglobina ao longo do tempo (e
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consequentemente, de producdo de NO), é obtida através da diferenca entre a
absorvéncia a 401 e 421 nm, que correspondem respectivamente ao minimo e ao
maximo de absor¢cdo da forma meta-hemoglobina (visto permitir uma maior
sensibilidade que a diferenga entre o minimo da absorvéncia da metHb (401 nm) e o
valor do ponto isosbéstico (411 nm)) [88, 110].
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Figura A6-2: Alteracdes espectrais do espectro de absorc¢do da oxi-hemoglobina pela conversao
a meta-hemoglobina promovida pelo NO [109].

Este método com base na oxidacdo da oxi-hemoglobina é vantajoso para a
determinagdo da actividade do NOS, na medida em que permite uma elevada
sensibilidade, sendo também bastante especifico para o NO em condi¢des aerébias. A
reaccao entre o NO e a oxi-hemoglobina é extremamente rapida (pensa-se que podera
ser pelo menos 26 vezes mais rapida que a autoxidacdo do NO), sendo portanto pouco
afectada por outros competidores, como oxigénio, radical superdxido ou tiois. Por
outro lado, apresenta-se também como um método nao muito dispendioso e de facil
implementacao [109].

Contudo, possui algumas limitacdes, prendendo-se a maior das quais com o
facto de ndo existir oxi-hemoglobina comercial. Sendo assim, é necessario prepara-la a
partir da forma meta, num processo que envolve a reducdo dos grupos heme por
ditionito, seguido de oxida¢dao e remocao do redutor [111]. Por outro lado, sendo um
método indirecto, pode apresentar restricbes relativamente aos compostos
adicionados a solucdo de reaccdo, visto poderem interferir directamente com a
hemoglobina.

No entanto, pelas vantagens atras referidas, esta apresentou-se como a melhor
forma ao nosso dispor para estudar a actividade do sintase do éxido nitrico.
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Anexo 7 — Esquema de purificacdao do anticorpo

SDS-PAGE e transferéncia do antigénio
para membrana de PVDF

—

Corte da banda com o antigénio

pretendido

Eluicao do anticorpo com
glicina acidica (pH = 2,5)

A4

Incubagdo com o soro imune

Figura A7: Esquema do processo utilizado para purificacdo do anticorpo especifico para
o NOS de Leishmania infantum, usando a técnica de blotted antigen. O enzima
recombinante foi separado dos contaminantes por SDS-PAGE (A), e transferido para
uma membrana de PVDF. A membrana foi corada com crante de Ponceau, e a tira com
a proteina de interesse foi cortada (B). A zona da membrana com o LiNOS foi incubada
com o soro imune do rato, e o anticorpo de interesse foi eluido com tampao glicina-
HCl a pH acidico (pH = 2,5), e neutralizado com tampao Tris-HCI 1M, pH 8,8 .
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Anexo 8 —Método biotin-switch.

O método biotin-switch é uma técnica que promove a biotinilacdo das cisteinas
nitrosiladas existentes numa ou mais proteinas, formando assim uma estrutura
estavel. Desta forma, esta é uma técnica que permite o estudo do nitrosoproteoma, ou
seja, o conjunto das proteinas existentes num organismo que podem ser nitrosiladas
(seja por nitrosilacdo induzida ou basal).

A induc¢do da nitrosilagcao de proteinas inicia-se com a adi¢cdao de um dador de
NO a solugao proteica, induzindo a nitrosilagao de todas as cisteinas onde esta possa
ocorrer. Posteriormente, todas as outras cisteinas que ndo foram nitrosiladas sao
bloqueadas. A adicdo de ascorbado a mistura reaccional leva a reducao das cisteinas
nitrosiladas, tornando-as reactivas. Finalmente, a adicao de HPDP-biotina promove a
biotinilagcdo das cisteinas que se encontraram nitrosiladas no inicio do processo (figura
A8). A mistura reaccional pode ser posteriormente analisada por western blot ou MS,
por exemplo.
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! < GSNO ! i o ‘1. __« tiois livres .
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Figura A8: Esquema do processo biotin switch. Biotinilagdo das cisteinas nitrosilaveis.
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