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Resumo

O o6xido nitrico (NO) tem um grande impacto nos seres vivos. No Homem, o NO
participa em varios processos fisiolégicos, como a regulagdo da pressao sanguinea, a
neurotransmissdo e a resposta imune. Nestes processos, o NO funciona como uma
molécula sinalizadora. No entanto, em niveis mais elevados, este radical pode ter
efeitos toxicos nas células, fazendo parte da resposta de defesa contra mcirorganismos
patogénicos. De facto, ha um consenso de que, nas infe¢des por Leishmania e
Trypanosoma cruzi, o NO produzido pelos macréfagos infetados medeia a morte dos
parasitas. Em parasitas do género Leishmania, o NO é ainda importante na interagao
entre o parasita e o hospedeiro. Para além disso, sabe-se atualmente que a
concentracdo de NO produzido pelos parasitas varia ao longo do seu ciclo de vida,
sendo tanto maior quanto maior é a sua infetividade. Assim, o NO assume um papel
importante no estabelecimento da infecdo por Leishmania. O enzima sintase do éxido
nitrico (NOS, EC: 1.14.13.39), que catalisa a reacdao de formacdo de NO a partir de L-
arginina, é, portanto essencial para o parasita. Atualmente, sabe-se que ndo existe
homologia de sequéncia entre o NOS de Leishmania infantum (LINOS) e de humano.
Neste sentido, o LINOS surge como um potencial alvo terapéutico para o combate da
leishmaniose visceral, doenca pela qual o parasita é responsavel.

Neste projeto foi demonstrado, pela primeira vez, que o LINOS expresso
nativamente forma um homotetramero. Foi ainda possivel concluir que o tetrdmero de
LINOS é estabilizado na presenca de heme e de tetrahidrobiopterina.

Através da analise da sequéncia da proteina em estudo, foi prevista a existéncia
de uma regido desordenada entre os residuos 210 e 270 e de um segmento
transmembranar entre os residuos 424 e 446. Na andlise das regides desordenadas do
LiNOS, foi também identificado um local de ligacdo a montante e/ou a jusante desta
regido, sendo esta ligacdo potencialmente estabelecida com a caveolina.

A estrutura tridimensional do mondémero de LINOS foi ainda prevista por
homologia, tendo sido possivel prevé-la para a maioria da sequéncia (residuos 95-584).

Os resultados obtidos permitiram gerar informagdo crucial para dirigir os
proximos passos experimentais no sentido da sua elucidagdo total, assim como de
outros aspetos relacionados com a fungao.

Palavras-chave: sintase do o6xido nitrico, Leishmania infantum, estrutura, andlise
bioinformatica, espetrometria de massa




Abstract

Nitric oxide (NO) exerts a great impact on living beings. On human cells, NO
participates in several physiological processes, such as blood pressure regulation,
neurotransmission and immune response. In these processes, NO works as a signaling
molecule. However, when in higher levels, this radical can exert toxic effects on cells as
part of the immune response against pathogenic microorganisms. In fact, that is a
consensus that, in infections by Leishmania and Trypanosoma cruzi, NO produced by
infected macrophages mediates parasite death. In Leishmania genus parasites, NO is
also important for the parasite-host interaction. Besides, it is now known that the
concentration of NO produced by the parasites varies during its life cycle and it
increases as the parasite’s infectivity increases. Hence, NO plays an important role on
the establishment of the infection by Leishmania. The enzyme nitric oxide synthase
(NOS, EC: 1.14.13.39), wich catalizes the synthesis of NO from L-arginine, is essential
for the parasite. At this time, it is known that Leishmania infanum NOS (LiNOS) has no
sequence homology with human NOS. Therefore, LiINOS arises as a potential
therapeutic target for the treatment of visceral leishmaniasis, the desiese for wich the
parasite is responsible.

It was established during this project, for the first time, that natively expressed
LINOS folds as a homotetramer. It was also possible to conclude that the tetramer is
stabilized when in presence of heme and tetrahydrobiopterine.

A protein sequence analysis revealed the existence of a disordered region
between residues 210 and 270 and a transmembrane region between residues 424
and 446 was predicted. When analysing disordered regions in LINOS a potential
binding site upsteam and/or downstream the predicted region was identified and the
bond might me established with caveoline.

The tridimentional structure of LINOS monomer was predicted by homology,
and it was possible to predict it for the majority of the sequence (residues 95 to 584).

The acquired results led to the generation of crutial information to lead the
next experimental steps for the structure’s complete elucidation, as wel as other
function related aspects.

Key words: nitric oxide synthase, Leishmania infantum, structure, bioinformatics
analysis, mass spectrometry
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4 Velocidade limite
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1 -Introdugao
1.1 - O sintase do oxido nitrico (NOS) e a formagao de dxido nitrico
(NO)

O o6xido nitrico (NO) é uma molécula pequena com uma enorme importancia
nos seres vivos. No Homem, o NO exerce vdrios papéis em processos fisioldgicos
normais, incluindo a regulacdo da pressdao sanguinea (como vasodilatador), a
neurotransmissdo e a resposta imune, sendo uma importante molécula sinalizadora
(Jing, Q. et al. 2014, Tejero, J. & Stuehr, D. 2013, Genestra, M. et al. 2006, Genestra, M.
et al. b) 2003). Esta molécula afeta também intera¢des célula-célula, mecanismos
homeostdticos (Genestra, M. et al. 2006), entre outras fungdes, dependendo da célula
que a produz (Genestra, M. et al. b) 2003). A sua producdo estd implicada na
sinalizacdo em numerosos estados de doenca (ling, Q. et al. 2014), como choque
sético, acidente vascular cerebral, Diabetes mellitus e artrite reumatoide (Genestra, M.
et al. b) 2003).

A forma classica de sinalizacdo pelo NO consiste na ativacdo do enzima
guanilato ciclase, que catalisa a formacdo de cGMP (do inglés cyclic guanisine
monophosfate). Como consequéncia, sdo desencadeadas cascatas de fosforilacao,
dando origem a uma resposta por parte da célula (Martinez-Ruiz, A. et al. 2011).
Existem também formas ndo cldssicas de sinalizacdo mediada pelo NO. Por exemplo,
esta molécula regula a atividade de varias proteinas através da nitrosilagdo dos seus
grupos tiol (Stuehr, D. J. 1999).

No que diz respeito a resposta imunitdria, o NO assume um papel importante
na debelacdo de bactérias, fungos e protozoarios no interior da célula fagocitaria,
como acontece em caso de infecdo por Leishmania (Genestra, M. et al. b) 2003,
Genestra, M. et al. c) 2003, Basu. N. K. et al. 1997).

O NO é sintetizado a partir da catdlise enzimatica da L-arginina a L-citrulina pelo
enzima sintase do 6xido nitrico (NOS, do inglés Nitric Oxide Synthase, EC 1.14.13.39
(Jing, Q. et al. 2014, Tejero, J. & Stuehr, D. 2013, Calegari-Silva, T. C. et al. 2009,
Genestra, M. et al. b) 2003, Genestra, M. et al. c) 2003, Basu. N. K. et al. 1997), (Fig. 1).
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Fig. 1 - Reagdo catalisada pelo enzima NOS. O substrato (L-Arginina) é convertido a L-Citrulina
e NO, havendo formacdo de um intermediério, a N*-hidroxi-L-arginina. Adaptado de Wegener,
G. & Volke V. 2010

A oxidacdo da L-argina a L-citrulina e NO da-se em dois passos (Tejero, J. &
Stuehr, D. 2013). No primeiro passo, a L-arginina é hidroxilada a N*-hidroxi-L-arginina,
sendo necessarias uma molécula de NADPH e uma molécula de oxigénio por mol de L-
arginina. No segundo passo, a N“-hidroxi-L-arginina é oxidada a L-citrulina e NO, sendo
necessdrias uma molécula de oxigénio e 0,5 de NADPH por mol de N“-hidroxi-L-
arginina (Tejero, J. & Stuehr, D. 2013), (Fig. 1).

O enzima NOS humano é uma proteina hémica que estd ativa sob a forma de
homodimero, distinguindo-se em cada monémero dois dominios (Tejero, J. & Stuehr,
D. 2013), o dominio oxigenase e o dominio redutase. O dominio oxigenase catalisa a
oxidagdao da L-arginina a L-citrulina. J& o dominio redutase, é responsavel pela
transferéncia de eletrées para o dominio oxigenase (Tejero, J. & Stuehr, D. 2013), (Fig.
2).
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Fig. 2 — Representagdo esquematica da organizagao comum do homodimero de NOS humano
em dominios e da transferéncia eletrdnica. Retirado de Tejero, J. & Stuehr, D. 2013. Ovais com
heme — dominio oxigenase; retdngulos — dominio redutase. H,B, tetrahidrobiopterina (também
vulgarmente referida como BH,); CaM, calmodulina; FAD, dinucledtido de flavina e adenina;
FMN, mononucledtido de flavina; NADPH, fosfato de dinucledtido de nicotinamida e adenina;
L-Arg, L-arginina; L-Cit, L-citrulina; NO, éxido nitrico.

O NOS humano é estabilizado pela tretrahidrobiopterina (BH4), devendo-se a
estabilizacdo ao facto de, no dominio oxigenase, esta molécula se ligar a interface de
contacto entre os dois mondmeros (Fig. 2). Atualmente, sabe-se que é necessaria a
presenca de BH,4 para a sintese de NO, com a estequiometria de uma molécula de BH,4
por subunidade de NOS. Durante a catalise da oxidacdo da L-arginina, que leva a
formacdo do intermedidrio da reacdo, ocorre a formagcdo de um radical BH4, o que
indica o papel ativo do cofator neste passo da formacado de NO (Tejero, J. & Stuehr, D.
2013). O BH,; tem ainda um papel na oxidacdo da N“-hidroxi-L-arginina, dado que
direciona a reacdo para a formacdo de NO em vez de NO™ (Tejero, J. & Stuehr, D. 2013).

A ligacdo da calmodulina (CaM) permite a transferéncia de eletrdes a partir do
dominio redutase. O NADPH reduz o FAD através da transferéncia de um hidreto,
seguindo-se a transferéncia de um eletrdo para o FMN. A presenca de CaM regula,
portanto, o enzima (Genestra, M. et al. 2006), pois contribui para a estabilizacdo da
conformacdo que permite a transferéncia do eletrdo do FMN para o grupo Heme,
permitindo assim a catalise da sintese de NO (Tejero, J. & Stuehr, D. 2013) (Fig. 2).

O centro ativo do NOS é semelhante ao de outros enzimas hémicos, como o
citocromo P450. Nestes enzimas, o centro ativo encontra-se protegido no centro do
mondmero pelas hélices envolventes (Genestra, M. et al. c) 2003) (Fig. 3).
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Fig. 3 — Estrutura de uma das isoformas humanas de NOS (neuronal; PDB ID4D10 (Li, H. et al.
2014)) com destaque para o seu centro ativo. O grupo Heme encontra-se representado a
vermelho; O BH, encontra-se representado a amarelo. Imagem preparada utilizando o UCSF
Chimera (Pettersen, E. F. et al. 2004).

1.1.1 - Isoformas humanas de NOS

No Homem, o enzima NOS existe em trés isoformas: neuronal, endotelial e
indutivel (Tejero, J. & Stuehr, D. 2013, Genestra, M. et al. b) 2003, Genestra, M. et al.
c) 2003, Basu. N. K. et al. 1997). Estas tém homologia de sequéncia mas diferem no
que diz respeito a localizagdo e a regulagao (Tejero, J. & Stuehr, D. 2013, Genestra, M.
et al. c) 2003, Basu. N. K. et al. 1997). Assim, para os enzimas humanos, a sequéncia de
DNA dos genes que codificam para as diferentes isoformas tem uma identidade de 55
a 60%, enquanto que a sequéncia de DNA dos genes que codificam para a mesma
isoforma em diferentes espécies apresenta uma identidade de 85 a 92%. As regides
mais conservadas entre as isoformas encontram-se nos dominios cataliticos. Na regido
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do C-terminal existe uma elevada identidade de sequéncia nas trés isoformas, sendo
esta identidade menor no N-terminal (Genestra, M. et al. 2006, Genestra, M. et al. a)
2003) (Fig. 4).

A isoforma neuronal (NOS-1, NOS tipo 1 ou nNOS, UniProt ID P29475) é
expressa principalmente no tecido nervoso. Esta isoforma é citosdlica (Genestra, M. et
al. b) 2003, Basu. N. K. et al. 1997) e o seu mondmero apresenta uma massa de 150 a
160kDa (Bredt, D. & Snyder, S. 1990). Na regido N-terminal, o nNOS possui um dominio
PDZ (do inglés PSD-95 discs large / ZO-1 homology domain; PSD-95 significa post
synaptic density protein 95), (Fig. 4), que permite a proteina ligar-se ao citosqueleto
(Ranganathan, R. & Ross, E. M. 1997). Este dominio medeia também a associa¢do do
nNOS a membranas (Alderton, W. K. et al. 2001).

A isoforma endotelial (NOS-3, NOS tipo 3 ou eNOS, UniProt ID P29474) é
encontrada nas células do endotélio vascular e o seu mondmero tem uma massa
molecular de cerca de 135kDa. O eNOS é alvo de miristoilagao e palmitoilagao (Fig. 4),
duas modificagdes pds-traducionais que regulam a sua localizagdo na membrana
celular (Genestra, M. et al. b) 2003, Basu. N. K. et al. 1997), mais precisamente em
pequenos microdominios denominados caveolae (Alderton, W. K. et al. 2001).

Tanto a isoforma neuronal como a endotelial sdo expressas constitutivamante e
em ambas a ligacdo a calmodulina (CaM) é dependente da concentracdo de calcio
(Ca2+) (Bredt, D. & Snyder, S. 1990, Forstermann, U. et al. 1991, Genestra, M. et al.
2006, Genestra, M. et al. a) 2003, Genestra, M. et al. b) 2003, Basu. N. K. et al. 1997).
Na estrutura destas isoformas esta presente um /oop auto-inibitdrio entre as regides
de ligacdo do FMN no dominio redutase (Fig. 4).

Existe ainda uma isoforma indutivel (NOS-2, NOS tipo 2 ou iNOS, UniProt ID
P35228), com massa molecular de 125 a 135kDa para cada mondmero. Esta isoforma
tem um papel importante na resposta imunitaria. A sua expressao, por exemplo, nos
macréfagos, pode ser induzida por mediadores inflamatérios (Stuehr, D. et al. 1991),
ocorrendo a sua regulacdo principalmente ao nivel transcripcional (Tejero, J. & Stuehr,
D. 2013, Genestra, M. et al. a) 2003). Apesar de ndo ser dependente dos niveis
fisioldgicos de Ca®*, este ido constitui também um cofator do iNOS. A sua localizacdo
celular é citosodlica (Genestra, M. et al. b) 2003, Basu. N. K. et al. 1997).
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Fig. 4 — Organizacdo e localizagdo dos dominios das trés isoformas humanas de NOS com
indicacdo do local de ligacdo dos cofatores e cosubstratos Heme, tetrahidrobiopterina (BH,),
calmodulina (CaM), FMN, FAD e NADPH, e da L-Arginina (ARG). Os dominios oxigenase,
redutase e PDZ (do inglés PSD-95 discs large / ZO-1 homology domain) estdo representados
como retangulos; a posicdo dos aminoacidos onde inicia/termina o dominio esta indicado
pelos nimeros; o residuo de cisteina que estabelece a ligacdo entre o grupo Heme e o local de
ligacdo a CaM estd indicado para cada isoforma; os locais de miristoilacdo e palmitoilacdo no
eNOS estdo representados por Myr e Palm, respetivamente; a posicdo do residuo de cisteina
que se liga ao zinco esta representada para cada isoforma (Zn); Nas isoformas nNOS e eNOS
estdo representados os loops auto-inibitdrios entre as regides onde se liga o FMN no dominio
redutase. Adaptado de Alderton, W. K. et al. 2001.

1.1.2 -Sintese e sinalizagao do NO em tripanossomatideos

A sintese de NO catalisada pelo NOS em mamiferos e invertebrados é
vastamente conhecida (Genestra, M. et al. 2006, Genestra, M. et al. a) 2003). No
entanto, este mecanismo ndo esta completamente elucidado em tripanossomatideos,
incluindo os géneros Trypanosoma e Leishmania.

A primeira evidéncia de sintese de NO em tripamossomatideos foi observada
em 1995 por Paveto e colaboradores em Trypanosoma cruzi (Paveto, C. et al. 1995).
Mais tarde, em 2003, o NO foi quantificado em varias espécies de Leishmania
(Genestra, M. et al. b) 2003). Neste estudo, os autores sugeriram que a catalise da
formacdo de NO em Leishmania amazoniensis, L. braziliensis e L. chagasi requer a
presenca de Ca’* (Genestra, M. et al. 2006, Genestra, M. et al. b) 2003). Foi ainda
observado que, na presenca de baixas concentracdes de Ca®, a disponibilidade do
enzima era menor (Genestra, M. et al. 2006, Genestra, M. et al. a) 2003). Somente em
2010 se descobriu um enzima em L. infantum capaz de produzir NO a partir da L-
arginina (Silva, F. S. 2010). Trata-se uma proteina com 64 kDa, sem qualquer
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homologia com as isoformas humanas. O LiINOS é um enzima constitutivo, dependente
de calcio, activo nos diferentes estadios do ciclo de vida de L. infantum, e cuja
actividade é regulada pelo cofactor tetrahidrobiopterina (Sabino, F. M. R. 2012).
Utilizando a proteina recombinante, produzida em bactéria, mostrou-se que este
enzima de L. infantum forma um homotetramero in vitro estabilizado pela adi¢ao de
heme e BH, (Sabino, F. M. R. 2012).

A descoberta de um NOS de Leishmania constitutivo permite levantar a
possibilidade da existéncia de um tipo semelhante de relacdo entre o Ca** e o sistema
de sinalizagdo de NO em eucariotas inferiores como Leishmania (Basu. N. K. et al.
1997).

Atualmente sabe-se que, em Leishmania, a producdo de NO é importante na
interacdo parasita-hospedeiro (Soares-Bezerra, R. J. et al. 2008). Para além disso, ja foi
observado em Leishmania amazoniensis que a producdo de NO pelos parasitas é tanto
maior quanto maior é o niumero de promastigotas metaciclicos (estadio em que o
parasita se encontra pronto para entrar no organismos do hospedeiro e infetd-lo) em
cultura (Genestra, M. et al. b) 2003). Foi também observado que amastigotas axénicos
desta espécie produzem NO e apresentam atividade de NOS (Soares-Bezerra, R. J. et
al. 2008, Genestra, M. et al. 2006, Genestra, M. et al. b) 2003), sendo neste estadio
que a producdo de NO é maior (Genestra, M. et al. 2006). Intracelularmente, o NO
parece regular alguns processos metabdlicos em L. infantum através da nitrosilacao de
proteinas, uma modificacdo pods-traducional que ocorre em residuos de cisteina
especificos (Nunes, J. P. C. 2013).

As diferencas na producdo de NO pelo parasita ao longo do seu ciclo de vida
constituem um aspeto importante a ter em conta na investigagao e desenvolvimento
de novas abordagens terapéuticas, uma vez que é no estadio de amastigota que o
parasita se encontra quando esta no interior das células fagocitdrias (McConville, M. J.
& Naderer, T. 2011, Dutta, S. et al. 2012, Genestra, M. et al. 2006). Por outro lado,
pode sugerir-se que a producdo de NO pela célula do parasita é tanto maior quanto
maior é a sua infetividade (Genestra, M. et al. b) 2003).

A presenga de NOS constitutivo observada em Leishmania infantum (Genestra,
M. et al. b) 2003, Sabino, F. M. R. 2012) levanta a possibilidade da existéncia de
semelhanca e interacdo entre os sistemas de sinalizacdo de NO das células do
hospedeiro (Genestra, M. et al. b) 2003, Genestra, M. et al. c) 2003) e de Leishmania
ou inibicdo indireta do iNOS pelo NO produzido pelo parasita. A producdo de NO pelo
parasita pode estar envolvida em: a) internalizacdo do promastigota na célula
fagocitaria e/ou b) inducdo da diminuicdo da produgdo de NO pelas células fagocitérias
(Genestra, M. et al. b) 2003, Genestra, M. et al. c) 2003), e c) regulacdo da actividade
de proteinas especificas através da nitrosilacdo (Nunes, J. P. C. 2013).
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1.2 - Ciclo de vida de Leishmania infantum

Os individuos da espécie Leishmania infantum sdo parasitas protozodrios (Dea-
Ayuela, M. A. et al. 2009) pertencentes a familia dos tripanossomatideos (McConville,
M. J. & Naderer, T. 2011, Jong, E. C. & McMullen, R. 2003, Desjeux, P. 2004). Estes
parasitas sao endémicos na Bacia do Mediterraneo, sendo nesta regidao responsaveis
pela leishmaniose visceral no Homem e nos cdes (Kanellopoulos, P. et al. 2014,
Moncaz, A. et al. 2014, Silva, F. S. 2010). Os parasitas sdo transmitidos através da
picada da mosca da areia (Soares-Bezerra, R. J. et al. 2013, Calegari-Silva, T. C. et al.
2009, Akopyants, N.S. et al. 2009), o principal vetor do parasita (Palatnik-de-Sousa, C.
B. & Day, M. J. 2011, Reis, A. B. et al. 2010) (Fig. 5), sendo o cdo o maior reservatério
de infecdo para o homem (Maia, C. et al. 2013, Lopes, A. P. et al. 2013, Figueiredo, M.
M. et al. 2013).
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Fig. 5 — Ciclo de vida de Leishmania spp. Adaptado de Kaye, P. & Scott, P. 2011.

O ciclo de vida dos parasitas do género Leishmania (Fig. 5) é heterogéneo e
difasico, envolvendo um hospedeiro mamifero e um vetor invertebrado, a mosca da
areia do género Phlebotomus ou Lutzomya (Dea-Ayuela, M. A. et al. 2009, Akopyants,
N. S. et al. 2009). Neste ciclo de vida, o vetor invertebrado desempenha um papel de
disseminacdo, enquanto o hospedeiro permite a proliferacdo do parasita (Haldar, A. K.
etal 2011).

No trato intestinal da mosca, o parasita encontra-se no estadio de
promastigota (Figs. 5 e 6), com uma forma alongada (10-15 um) e flagelada
(Akopyants, N. S. et al. 2009). Nesta fase, a sua localizagdo é extracelular e a sua
reproducdo é sexuada. Posteriormente, da-se a diferenciacdo de promastigota
prociclico para promastigota metaciclico. Assim, num processo de metaciclogénese, o
parasita assume a forma infeciosa para o mamifero, na qual ndo ocorre divisao celular
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(Kaye, P. & Scott, P. 2011). Apds este processo, os parasitas migram para a cavidade
bocal da mosca, estando prontos para serem injetados no organismo do hospedeiro
(Tomas, A. M. & Romado, S. F. 2008, Jong, E. C. & McMullen, R. 2003, Neuber, H. 2008).

Apds a picada da mosca, os parasitas, assim como componentes salivares e
proteofosfoglicanos parasitdrios imunomodulatérios (Dea-Ayuela, M. A. et al. 2009),
passam para a corrente sanguinea do hospedeiro (Fig. 5). Consequentemente, os
parasitas sdo fagocitados e, uma vez no interior das células fagocitdrias, dao-se
altera¢des morfoldgicas e bioquimicas, que levam a sua diferenciacdo em amastigotas
(Figs. 5 e 7). Este processo de diferenciacdo permite a adapta¢do ao meio de menor pH
das vesiculas fagociticas. Neste estadio, tornam-se parasitas intracelulares
obrigatdrios. Os amastigotas nao possuem flagelo e adotam uma forma circular ou
oval e menor que os promastigotas (2-3 um) (McConville, M. J. & Naderer, T. 2011,
Jong, E. C. & McMullen, R. 2003). A proliferacdo dos parasitas decorre de forma
assexuada (McConville, M. J. & Naderer, T. 2011) nos fagolisossomas (Genestra, M. et
al. a) 2003), até a lise da célula fagocitaria (Fig. 5). Na sequéncia deste fendmeno, os
amastigotas passam para a corrente sanguinea e invadem outras células fagocitarias.
Aquando de uma nova picada da mosca, esta recolhe células fagocitarias com
amastigotas no seu interior. Nas condicdes do trato intestinal do vetor, os parasitas
diferenciam-se novamente em promastigotas (Gilles, H. M. 1999, Tomas, A. M. &
Romao, S. F. 2008) e o ciclo recomega (Fig. 5).

Fig. 6 — Leishmania infantum no estadio de promastigota. Adaptado de Dutta, S. et al. 2012.
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Fig. 7 — Leishmania infantum no estadio de amastigota (seta), no interior de macréfagos.
Retirado de Hooja, S. et al. 2014.

De modo a evadir-se das defesas imunitdrias do hospedeiro, o Leishmania
infantum tem uma variedade de mecanismos de viruléncia (Ejghal, R. et al. 2014,
Genestra, M. et al. c) 2003), levando a repressdo das funcdes normais das células
fagocitarias perante uma infecdo (Genestra, M. et al. c) 2003). Os parasitas no estadio
de promastigota inibem a aquisicdo de caracteristicas lisossomais dos fagossomas
(Dea-Ayuela, M. A. et al. 2009). Entre outros efeitos, estes tém a capacidade de
provocar alterac0es em cascatas de sinalizacdo, levando, por exemplo, a inibicdo da
producdo de agentes antimicrobianos, como o NO (Calegari-Silva, T. C. et al. 2009). A
inibicdo da producdo de NO pode dever-se a regulacdo da expressdo da isoforma
indutivel do sintase de éxido nitrico pelos proteofosfoglicanos parasitarios. Contudo,
pouco se sabe acerca dos mecanismos que levam a esta inibicdo (Genestra, M. et al. c)
2003).

O mecanismo de acdo do NO sobre o Leishmania ndo se encontra estabelecido.
No entanto, sabe-se que o NO pode atuar sinergisticamente com outras espécies
reativas de oxigénio na degradacdo de DNA, proteinas e lipidos. Com efeito, o NO
estabelece interagdes covalentes com o ferro intracelular, interagindo assim com
grupos prostéticos de Fe-S de proteinas, levando a sua degradacdo (Genestra, M. et al.
b) 2003).

1.3 - Leishmaniose visceral

Como referido, o parasita L. infantum é o agente causador da leishmaniose
visceral na bacia do Mediterraneo, também conhecida como kala-azar, a forma mais
severa da doencga e a mais frequentemente fatal (Ejghal, R. et al. 2014). Assim, esta
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forma da doenca é responsavel pela maioria das cerca de 70 000 mortes anuais
causadas por leishmaniose (Dea-Ayuela, M. A. et al. 2009).

A ocorréncia deste tipo de leishmaniose deve-se a invasao do sistema
reticuloendotelial do hospedeiro, resultando na danificagdo de érgdo vitais (Grevelink,
S. A. & Lerner, E. A. 1996, Tiuman, T. S. et al. 2011).

Os seus sintomas fazem-se sentir dois a oito meses apds a picada da mosca da
areia e consistem no aumento de volume do figado (hepatomegalia) e do baco
(esplenomegalia), devido a proliferacdo dos parasitas nos macréfagos nestes orgaos
(Jong, E. C. & McMullen, R. 2003, Grevelink, S. A. & Lerner, E. A. 1996, Tiuman, T. S. et
al. 2011, Palatnik-de-Sousa, C. B. & Day, M. J. 2011).

No caso de ndo tratamento da doenca, dada a danificagdo que ocorre no figado
e no baco, pode observar-se a ocorréncia de efeitos colaterais, como febres altas,
reducdo da imunidade celular, hiperglobulinémia, pancitopenia, xerose e anemia
(Jong, E. C. & McMullen, R. 2003, Grevelink, S. A. & Lerner, E. A. 1996, Tiuman, T. S. et
al. 2011, Palatnik-de-Sousa, C. B. & Day, M. J. 2011). Nesta situacdo a doenca evoluiu
para uma leishmaniose visceral sistémica (Savoia, D. 2015). O desenvolvimento de
Xerose, assim como o aumento da atividade melanobléstica, levam ao escurecimento
da pele. Este fendmeno estd por detrds da designacdo kalaazar, que significa febre
negra (Grevelink, S. A. & Lerner, E. A. 1996, Tiuman, T. S. et al. 2011). A leishmaniose
visceral tem uma maior incidéncia no Este de Africa, no subcontinente indiano
(causada pelo Leishmania donovani), na Asia central, na América Latina (causada pelo
Leishmania chagasi) e na Bacia do mediterraneo (causada pelo Leishmania infantum)
(Moncaz, A. et al. 2014, Silva, F. S. 2010) (Fig. 8).

21



Fig. 8 — Distribuicao geografica da incidéncia de leishmaniose visceral a nivel mundial. Dados
de 2010. Retirado de World Health Organization, 2010.

1.3.1 - Leishmaniose visceral enquanto problema de saude publica

Em 61 paises de quatro continentes, cerca de 200 milhdes de pessoas estdo em
risco. A incidéncia da leishmaniose visceral é de cerca de 0,5 milhdes de casos por ano,
continuando a ser um problema de salde publica em muitos paises (Ejghal, R. et al.
2014).

Enquanto o Leishmania donovani pode afetar igualmente individuos de
qualquer faixa etaria (Chappuis, F. et al. 2007), o parasita L. infantum infeta mais
frequentemente individuos mais novos e/ou imunossuprimidos (Palatnik-de-Sousa, C.
B. & Day, M. J. 2011, Quinnell, R. J. & Courtenay, 0. 2009). No que diz respeito a
debilidade do sistema imunitario no contexto da leishmaniose visceral, é de destacar a
co-infecdo por L. infantum e VIH. No caso da Europa, este aspeto confere a
leishmaniose visceral uma importancia crescente. Entre o inicio da década de 80 e
2001, foram observados mais de 1900 casos de co-infecdo. Em muitos doentes,
observou-se que a infecdo por L. infantum acontecera anteriormente a infe¢cdo por
VIH. Desta forma, pode considerar-se o L. infantum um parasita oportunista, uma vez
que, anteriormente a infecdo por VIH, estes doentes nao apresentavam quaisquer
sintomas de leishmaniose visceral, que apenas se comecaram a manifestar apds a
infecdo pelo virus (Dujardin, J. C. et al. 2008).

Esta questdao ganha uma dimensao superior nas regidoes onde o risco do
aumento da proliferacdo do parasita e do aumento do numero de individuos
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assintomaticos é maior. Este risco deve-se ao controlo insuficiente tanto do vetor,
como do principal hospedeiro, o cdo. Para além disso, a propagacdo da drea de
atividade humana, nomeadamente urbanizacdo e desflorestacdo, também contribui
para o aumento da area de risco de proliferacao do L. infantum (Moncaz, A. et al.
2014, Silva, F. S. 2010).

Desta forma, a leishmaniose visceral continua a ser um problema crescente de
saude publica, que requere medidas de prevencdo. As medidas de prevencdo passam
pelo controlo das populagdes de mosca da areia e do cdo, enquanto maior reservatério
de transmissdo do parasita ao homem, e da utilizacdo de redes mosquiteiras
impregnadas em inseticida. No que diz respeito ao vetor, o seu controlo consiste na
utilizacidgo de DTT (dicloro-difenil-dicloroetano, do inglés: dichloro-diphenyl-
trichloroethane) em quantidades residuais nas casas nos abrigos de animais. No caso
do cdo, o controlo deve passar pelo condicionamento da reproducdo e pela vacinacao,
apesar de esta nao ser ainda completamente eficaz (Chappuis, F. et al. 2007).
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1.3.2 - Abordagens Terapéuticas Atuais

As terapias e vacinas que existem atualmente para a combater e prevenir as
infecdes causadas por L. infantum nao sao totalmente eficazes.

Sabe-se que uma grande parte dos antigénios dos parasitas estdo identificados,
o0 que permite o desenvolvimento de vacinas especificas para impedir a infecdo por
diferentes espécies de Leishmania. Contudo, o facto de a incidéncia desta doenca
ocorrer maioritariamente em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, faz com
que a investigacao e producgdo destas vacinas se torne mais dificil e que a leishmaniose
continue a ser uma doenca negligenciada (Palatnik-de-Sousa, C. B. & Day, M. J. 2011).
Assim, a pratica mais comum de imunizacdo da populagdo passa por um processo de
“leishmanizacdo”, em que os individuos sdao inoculados com parasitas intactos,
crescidos em cultura. No entanto, dada a heterogeneidade de fatores que levam as
diferentes rea¢des do organismo do hospedeiro a presenca do parasita, é dificil prever
o desfecho desta imunizacdao (Kaye, P. M. & Aebischer, T. 2011), variando a sua
eficiéncia entre 0 e 6% no caso da leishmaniose visceral (Coler, R. N. & Reed, S. G.
2005).

As principais limitacGes das terapéuticas existentes relacionam-se com a
toxicidade, a resisténcia do parasita e o elevado custo monetario (Sundar, S. et al.
2008).

Os compostos antimoniais pentavalentes utilizados no tratamento da
leishmaniose visceral inibem, de forma ainda desconhecida, o metabolismo glicolitico
e de acidos gordos do parasita (Grevelink, S. A. & Lerner, E. A. 1996, Goto, H. &
Lindoso, J. A. 2010). Estes compostos estdo associados a uma elevada toxicidade.
Consequentemente, a sua aplicagdo é responsavel por uma taxa de mortalidade de 3 a
5% (Sundar, S. et al. 2008).

Na Europa sdo principalmente usadas solugdes lipossomais de Anfotericina B
(Chappuis, F. et al. 2007, Goto, H. & Lindoso, J. A. 2010). Estes farmacos tém como alvo
o ergosterol existente na parece celular da célula do parasita, aumentando a sua
permeabilidade e, consequentemente, causando o seu rebentamento (Goto, H. &
Lindoso, J. A. 2010). Este medicamento estda também associado a toxicidade e
ocorréncia de efeitos secundarios. Para além disso, o seu custo monetario é muito
elevado, o que inviabiliza a sua disseminacdo nos paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento (Sundar, S. et al. 2008, Goto, H. & Lindoso, J. A. 2010).

Ao longo do tempo, tem-se vindo a observar que os parasitas desenvolvem
resisténcia aos farmacos existentes, nomeadamente devido ao uso prolongado que é
exigido pelas caracteristicas da doenca (Sundar, S. et al. 2008, Genestra, M. et al. c)
2003). Os principais mecanismos envolvidos na resisténcia do parasita aos farmacos
consistem na alteracdo da permeabilidade da membrana celular, que resulta na
diminuicdo do influxo da molécula do fadrmaco na célula, assim como em modificacdes
gualitativas ou quantitativas no alvo terapéutico (Genestra, M. et al. c) 2003).
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Por dultimo, nenhum dos medicamentos existentes atualmente para o
tratamento da leishmaniose visceral leva a sua cura completa (Goto, H. & Lindoso, J. A.
2010).

Tendo em conta as limitagGes das terapéuticas aplicadas atualmente, existe
uma necessidade premente de encontrar novos alvos terapéuticos para o combate das
infecdes causadas por L. infantum. A pesquisa deste alvo terapéutico deve ser feita no
sentido de diminuir a toxicidade e a resisténcia dos parasitas ao tratamento e ainda
permitir que a sua acessibilidade seja a maior possivel.

1.4 - NOS de Leishmania infantum: um Potencial Alvo Terapéutico

No desenvolvimento de novos farmacos, torna-se vantajoso tomar partido das
diferencas bioquimicas entre o parasita e o hospedeiro, nomeadamente ao nivel do
metabolismo e do proteoma.

Na procura de um novo alvo terapéutico, o enzima NOS de L. infantum surge
como um potencial alvo terapéutico para a leishmaniose visceral, uma vez que este
enzima ndo possui homologia de sequéncia com qualquer isoforma do NOS humano
(Silva, F. S. 2010).

Desta forma, pode levantar-se a hipdtese de ser possivel inibir o NOS de
Leishmania infantum sem inibir o NOS humano com o objetivo de debelar o parasita.

A sua caracterizacdo funcional também foi realizada, constatando-se que é
funcionalmente semelhante ao NOS de mamifero e necessita dos mesmos cofatores e
cosubstratos para que a sua atividade seja maxima (Silva, F. S. 2010, Sabino, F. M. R.
2012).

Genestra, M. e colaboradores observaram que, quando os parasitas de
Leishmania cresciam num meio com L-NAME, um andlogo da L-arginina que inibe o
NOS, a percentagem de macrdéfagos de murganho infetados decrescia de 93% para 6%
(Genestra, M. et al. a) 2003). Estes resultados sugerem que a formacdo de NO pelo
parasita é importante para o estabelecimento da infe¢do. Por outro lado, sabe-se que
em L. infantum, o NO reage com proteinas através de um processe denominado
nitrosilacdo, possivelmente regulando a sua funcdo (Nunes, J. P. C. 2013). De entre as
proteinas nitrosiladas identificadas, destacam-se os processos de folding proteico, a
resposta ao stress e o metabolismo dos gliucidos (Nunes, J. P. C. 2013). Assim, estas
observagOes corroboram a hipdtese de que o NOS de Leishmania infantum tem um
elevado potencial como alvo terapéutico na leishmaniose visceral.
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2 - Objetivos

Atualmente, sabe-se que existem evidéncias acerca da existéncia de uma via L-
arginina/NO em Leishmania, assim como da importancia do NO no estabelecimento da
infecao pelo parasita. Neste contexto, torna-se essencial o estudo da formagao de NO
em Leishmania infantum e, portanto, do enzima LiNOS.

Assim, o objetivo deste projeto foi, numa primeira analise, a caracteriza¢do do
LINOS ao nivel funcional e estrutural. No que diz respeito ao estudo funcional,
pretendeu-se fazer a caracterizagdo cinética do enzima e da composi¢do em dominios.
Quanto a caracterizacdo estrutural, pretendeu-se estudar a arquitetura dos seus
dominios e fazer uma aproximacgdo as suas estruturas terciaria e quaterndria.

A longo prazo, este projeto tem como objetivo a identificacdo do LINOS como
alvo terapéutico da leishmaniose visceral.
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3 - Material e Métodos
3.1 - Expressao do NOS recombinante de Leishmania infantum

De modo a escolher a coldnia com maior expressdao de NOS de Leishmania
infantum (LINOS) recombinante (com uma cauda de 6 histidinas no N-terminal), foi
realizado um teste de expressdo com 9 coldnias diferentes de E. coli BL21-plus
transformadas anteriormente como descrito em (Silva, F. S. 2010). Para esse efeito
foram preparadas pré-culturas de 3mL e crescidas over-night a 37°C em meio LB
(NZYTech), suplementado com 30ug/uL cloranfenicol (Sigma), 15ug/uL canamicina
(Sigma) e 0,1% (m/v) glucose. Apds o crescimento mediu-se a densidade Optica a
600nm de cada cultura, tendo-se seleccionado as 4 que apresentavam um crescimento
mais elevado. Seguidamente, as culturas selecionadas foram utilizadas para inocular
10mL de meio LB suplementado da mesma forma que a pré-cultura, de modo a obter
uma suspensdao com ODggonm de aproximadamente 0,1. As culturas foram crescidas a
37°C até atingirem a fase exponencial (ODggonm entre 0,4 e 0,6) e a expressao foi
induzida com 0,2mM IPTG e 6uM hemina durante 3 horas a 37°C.

Apds o crescimento, separou-se, por centrifugacdo (10min, 7000rpm, 40C), o
meio de cultura das células que foram ressuspendidas em PBS (10mM Na,HPO,4.7H,0,
1,8mM KH,PO4, 136,8mM NaCl, 2,7mM KCl) pH7,4 a razdo de 50mL por litro de
cultura. De seguida, as células foram rebentadas por sonicacdo (Sonicador UP200S,
Hielscher Ultrasound Technology), (15x, amplitude de 70%, ciclos de 0,7 durante 10s) e
foram separadas as fracgdes soluvel e insoluvel por centrifuga¢do (15min, 10000rpm,
4°C). A fraccdo soluvel é constituida pelo sobrenadante e a fracgdo insoluvel pelo
pellet, tendo este sido ressuspendido em PBS pH 7,4 a mesma razdo utilizada
anteriormente. As frac¢Oes total (anterior a separacdo), soltuvel e insoltuvel das culturas
seleccionadas foram analisadas por SDS-PAGE, tendo-se selecionado as duas culturas
gue apresentavam uma maior expressao de LiNOS.

3.2 - Prepara¢ao do extrato de E. coli BL21-plus a expressar LiINOS
recombinante

Apds a selecdo das culturas, foi feito o scale up para 1L nas mesmas condigdes
de crescimento. Depois de separadas as células do meio, os pellets foram
ressuspendidos em PBS pH 7,4 e as células foram lisadas como referido na seccao
anterior. O lisado celular foi centrifugado (15min, 13000g, 4°C), tendo-se eliminado o
sobrenadante, uma vez que se observou que o LiINOS recombinante é uma proteina
insolavel.
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De forma a recuperar a proteina do pellet, este foi suspendido, sequencialmente,
em PBS pH 7,4 com 4M ureia e PBS pH 7,4 com 8M ureia, tendo sido realizadas
centrifugacdes intermédias (7min, 13000g, 4°C). A obtencdo do LiINOS nas fracdes
solubilizadas com ureia foi monitorizada por SDS-PAGE.

3.3 - Purificagao do LiNOS recombinante

O processo de purificagdo foi realizado, tirando partido do facto de ter sido
introduzido uma cauda de seis residuos de histidina na sequéncia da proteina. Foram
utilizadas duas estratégias, uma em que a proteina foi purificada na sua forma
renaturada (apds eliminacdo da ureia), e outra em que a proteina foi purificada na
forma desnaturada.

3.3.1 —Estratégial

De modo a proceder a purificacdo de LINOS recombinante presente no
sobrenadante obtido apds a centrifugacao do pellet ressuspendido em PBS pH 7,4 com
8M ureia, comegou-se por realizar uma didlise com o objetivo de retirar a ureia do
meio, levando a renaturacao da proteina. A dialise foi realizada com membranas pré-
ativadas (Snake Skin, Pierce) contra PBS pH 7,4 com concentracdes decrescentes de
ureia: 4M, 2M e 1M, tendo o Ultimo passo decorrido na auséncia de Ureia. As Gltimas
duas solucbes de didlise acrescentou-se BH; a uma concentracao final de 5uM, de
modo a estabilizar a estrutura quaternaria da proteina. Cada incubacdo decorreu a 4°C
com agitacdo, durante cerca de 12h.

De seguida, procedeu-se a uma cromatografia de afinidade, usando beads
magnéticas revestidas de niquel (PureProteome™, Millipore), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Para tal, a solucdo contendo a proteina foi incubada com as
beads (previamente equilibradas em PBS pH 7,4) durante 2h, a temperatura ambiente,
com ligeira agitacdo, com a razao de 330uL de beads para 10mL de solugdo proteica. A
eluicdo do enzima foi feita incubando as beads durante 2min a temperatura ambiente
com ligeira agitacdo, em PBS pH 7,4 com concentragdes crescentes de imidazole
(5mM, 25mM, 50mM, 250mM, 500mM e 1M) a razdo de 4mL de tampdo para 30mL de
extrato. Na ultima incubacdo foi acrescentado BH4 numa concentracao final de 5uM.

Apds a cromatografia, as fracdes recolhidas foram analisadas por SDS-PAGE e
western blot (com um anticorpo anti-LiNOS), de modo a localizar as fracbes onde o
LINOS foi obtido. Consequentemente, as fragdes selecionadas foram agrupadas e a
proteina foi concentrada com recurso a amicons ultra de cut-off 50kDa (Millipore).
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3.3.2 - Estratégia 2

De modo a proceder a purificagdo do enzima, que se encontra no sobrenadante
obtido apds ressuspensao do pellet em PBS pH 7,4 com 8M ureia, recorreu-se a um
processo de cromatografia de afinidade em batch. A resina Ni-NTA agarose (Quiagen)
foi equilibrada em PBS pH 7,4 com 8M ureia, tendo tendo-se deixado a resina assentar.
Este processo foi repetido duas vezes. De seguida, o sobrenadante foi incubado com a
resina a razao de 1mL de resina para 22,5mL de sobrenadante, durante 2 horas a
temperatura ambiente com agita¢dao. A mistura foi colocada num suporte (coluna) e a
eluicdo do enzima foi realizada com PBS pH 7,4 com 8M ureia e concentracdes
crescentes de imidazolo: 5mM, 250mM, 500mM e 1M, tendo sido usados 4 volumes
de coluna para cada concentracdo de imidazolo. As fragdes contendo o LINOS foram
identificadas por SDS-PAGE.

As fragdes contendo o LiINOS foram agrupadas e foi feita uma didlise para
retirar a ureia da solucdo, diminuindo gradualmente a concentracdo de ureia na
solugdao, de modo semelhante ao realizado na estratégia 1.

Apds a didlise, a proteina foi concentrada do mesmo modo ao realizado na
estratégia 1.

3.4 - Crescimento dos parasitas Leishmania infantum

Os parasitas wild-type (WT) Leishmania infantum em estadio promastigota
(clone MHOM/MAG67ITMAP263), foram crescidos a 252C em meio RPMI 1640 com
GlutaMAX (Invitrogen), suplementado como descrito em (Silva, M. S. et al, 2005), de
forma a obter um total de 1x10° células.

Os parasitas transfetados pTEX_NOS e pTEX_NOS-His6 (Sabino, F. M. R., 2012)
cresceram em placas com agar contendo 15ug/mL geneticina  (Sigma),
10pg/mL higromicina (Invitrogen) e 17,5ug/mL pleomocina (Sigma). Apds 2 a 3
semanas, as coldnias foram recolhidas e transferidas para meio liquido. O restante
procedimento é idéntico ao realizado para os parasitas WT, mas mantendo os
antibidticos no meio de cultura.

As culturas de parasitas WT e transfetados (pTEX_NOS e pTEX_NOS-His6) foram
fornecidos sob a forma de pellet pelo grupo de Parasitologia Molecular do IBMC,
Porto.
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3.5 - Preparagao dos extratos proteicos de Leishmania infantum

As células foram ressuspendidas em PBS pH 7,4 a razdao de 50mL por litro de
cultura e foram lisadas por sonicagdo (15x, amplitude de 70%, ciclos de 0,7s durante
10s). O lisado celular foi centrifugado (10000rpm, 4°C, 15min), tendo-se recolhido o
sobrenadante, uma vez que o LINOS é uma proteina solivel quando expressa no
parasita.

3.6 - Purificagao do LiNOS a partir do extrato de Leishmania infantum

Para a purificacdo do LINOS nativo, foram utilizadas duas linhas celulares
parasitas transfetados, pTEX_NOS-His6 e pTEX_NOS. Na primeira, a proteina foi
expressa com uma sequéncia de 6 histidinas no N-terminal, sendo purificada por
cromatografia de afinidade. Na segunda, a proteina foi expressa sem qualquer tag,
sendo purificada por duas abordagens diferentes.

3.6.1 —Estratégial

As proteinas de menor dimensao foram eliminadas do extrato com recurso a
amicons ultra com cut-off de 50kDa.

O extrato foi, de seguida, purificado com recurso a cromatografia de afinidade.
O procedimento utilizado é idéntico ao indicado na estratégia 2 da purificacdo da
proteina recombinante, com a diferen¢a de que o tampao utilizado na purificacao a
partir do extrato de Leishmania infantum ndo continha ureia, dada a solubilidade da
proteina.

As fracGes contendo a proteina (identificadas por SDS-PAGE e western blot)
foram agrupadas e a proteina foi doseada, a semelhanca do que foi feito para a
proteina recombinante.

3.6.2 — Estratégia 2

As proteinas de dimensado inferior a 50kDa foram eliminadas do extrato, a
semelhanca da estratégia 1.

De seguida, recorreu-se a um processo se precipitagdo das proteinas com
sulfato de aménio. O extrato foi sucessivamente incubado com sulfato de amdénio com
10%, 20%, 35%, 50% e 75% de saturacdo durante 1 hora a temperatura ambiente com
agitacdo (a quantidade de sulfato de amoédnio foi determinada como descrito por
Green, A. A. & Hughes, H. L. 1955). Apds cada incubacdo procedeu-se a uma
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centrifugacao (10000rpm, 4°C, 15 minutos), tendo os pellets sido ressuspendidos em
PBS.

As fragOes correspondentes a cada percentagem de saturacao foram dialisadas,
de modo a extrair o sulfato de amdnio das amostras, usando para esse efeito
membrana de didlise de celulose regenerada Snake Skin® (Thermo Scientific) com um
cut-off de massa molecular de 10kDa. A solugdo de didlise utilizada foi o tampao PBS
pH 7,4 com 5uM BH4, que foi trocada quatro vezes ao longo de 24h. Apds a dialise, as
fracGes foram analisadas por Western Blot (com um anticorpo anti-LiNOS), de modo a
identificar as fracGes que continham a proteina.

As fragdes que continham o LINOS foram agrupadas e procedeu-se a uma
cromatografia de troca idnica. Para tal, foi utilizada uma coluna de troca anidnica
HiTrap Q HP num sistema de purificacdo de proteinas AKTA start (GE — Healthcare). A
coluna comecgou por ser equilibrada com 10 volumes de tampao PBS pH 7,4 com um
fluxo de 1mL/min. De seguida, a solu¢do contendo a proteina foi aplicada com o
mesmo fluxo, tendo-se recolhido o conteldo que ndo permaneceu na coluna. Apds a
aplicagdo da amostra, a coluna foi lavada com 5 volumes de PBS pH 7,4, seguindo-se
um gradiente continuo de NaCl com a duragdao de 10 volumes de coluna, durante o
qual se recolheram fracbes. Neste passo, a concentracdo de NaCl no tampao foi
aumentando gradualmente de 0 a 500mM.

Apds a cromatografia, as frages recolhidas foram analisadas por Western Blot,
de modo a identificar aquelas em que foi obtido o LINOS. As selecionadas foram
agrupadas e a proteina foi doseada, a semelhanca do que foi feito para a proteina
recombinante.

3.6.3 —Estratégia 3

As proteinas de dimensado inferior a 50kDa foram eliminadas do extrato, a
semelhanca da estratégia 1.

O extrato resultante foi separado por diretamente cromatografia de troca
idnica (sem precipitacdo prévia). O precidimento utilizado é idéntico ao indicado na
estratégia 2, com a diferenca de que, no gradiente de NaCl a concentrac¢ado variou de 0
alM.

As fracbes recolhidas foram analisadas por Western Blot. As fragdes
selecionadas foram agrupadas e a proteina foi doseada.

3.7 - Estudo da estrutura quaternaria do LiNOS

A estrutura quaternaria do LiINOS foi determinada com recurso a LT-PAGE (Low-
temperature SDS-PAGE), descrito numa secgdo mais a frente. Para realizar este estudo,
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foram analisados 5ug de proteina do extrato de Leishmania infantum pTEX_NOS-His6
fervido e nao fervido.

O extrato foi separado em gel de gradiente (4-20%, GE Healthcare) e tamp3do
MES a pH 7,3 (num sistema Amersham™ ECL™ da GE Healthcare), a 42 C, seguindo-se
uma analise por Western Blot com o anticorpo anti-LiNOS.

3.8 - Estudo da influéncia do BH, e da hemina na estrutura
guaterndria do LiNOS

De modo a estudar a influéncia do grupo heme e do BH4 na estabilidade da
estrutura quaterndria do enzima LiINOS, comecou-se por incubar uma solugdo com 5
ug de proteina recombinante purificada a 37°C durante 30min com agitacdo. A
incubacdo foi realizada na presenca e auséncia de heme e BH4 assim como na
presenca de apenas um deles (concentracdo de hemina: 100uM; concentragdo de BHy:
1mM). De seguida, as amostras, fervidas e ndo fervidas, foram analisadas num gel de
gradiente (4-20%, GE Healthcare) por LT-PAGE, como descrito anteriormente. Esta
analise foi realizada em duplicado, tendo-se, por um lado, analisado a proteina por
Western Blot e, por outro lado, excisado as bandas correspondentes ao LINOS para
analise por espectrometria de massa.

3.9 - Hidrdlise das proteinas e analise por MALDI-FTICR

A proteina a analisar por espectrometria de massa foi separada por LT-PAGE ou
por SDS-PAGE. O gel foi corado com Nitrato de Prata e a zona onde se encontrava a
proteina de interesse foi excisada manualmente com uma lamina de bisturi.

O protocolo utilizado foi baseado no método de Shevchenko e colaboradores
(Shevchenko, A. et al. 2006). Os pedacos de gel foram lavados 2 vezes durante 30
minutos com agitagcdo com 50% (v/v) acetonitrilo e desidratados 2 vezes durante 5
minutos com agitacdo com 100% (v/v) acetonitrilo, tendo-se seguidamente deixado
secar ao ar. O processo de lavagem decorreu a temperatura ambiente.

As proteinas foram reduzidas com 10mM DTT (Sigma) em 100mM
hidrogenocarbonato de amdnio, durante 45 min a 56°C com agitacdo. Seguidamente,
as amostras foram alquiladas com o volume necessario para cobrir os pedacos de gel
de 55mM iodoacetamida em 100mM hidrogenocarbonato de amdnio durante 30 min
a temperatura ambiente no escuro. As bandas foram lavadas 2 vezes com 100% (v/v)
acetonitrilo e secaram ao ar.
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Para realizar a hidrdlise in gel, as particulas de gel foram reidratadas com o
volume necessario para cobrir as particulas de 6,7ng/ulL tripsina (sequencing grade
modified, Promega) em 50mM hidrogenocarbonato durante 30 min em gelo. O
excesso de solugdao ndo absorvida foi removido e foi adicionado o volume necessario
para cobrir as particulas de gel do mesmo tampao sem tripsina e as amostras foram
incubadas durante 16h a 379C.

Para analise por MALDI-FTICR, as solu¢des contendo os péptidos, apds serem
acidificadas com 2% (v/v) TFA, foram injetadas em microcolunas de resina R2
construidas em pontas GELoader (Eppendorf) e eluidas com 1L de matriz (50% (v/v)
acetonitrilo, 0,1% (v/v) acido férmico, acido hidroxicinamico-4-ciano (Sigma) saturado)
diretamente para a placa de MALDI (MALDI target AnchorChip, Briiker Daltonics).

O espectro de massa foi obtido por MALDI-FTICR num espectrémetro de massa
Apex Ultra, Apollo Il Combi-Source (Briker Daltonics), com magneto de 7 Tesla
(Magnex Corporation). O espectro foi calibrado utilizando a mistura Peptide
Calibration Il (Briker Daltonics), aplicada com a mesma matriz na placa de MALDI. A
determinacdo das massas monoisotdpicas foi conseguida utilizando o algoritmo
SNAP2, do software Data Analysis 4.0 (Briker Daltonics).

3.10 - SDS-PAGE

Depois de fervidas as solugdes proteicas durante 10 minutos com tampao de
aplicagdo (62,5mM Tris-HCI, 25% (v/v) Glicerol, 2% (v/v) SDS, 5% (v/v) B-
mercaptoetanol, 0,02% (m/v) Azul de bromofenol pH 6,8) a razdo de 1:4, foram
aplicados 15ug de proteina em gel de poliacrilamida de 12% (com gel de concentracao
a 4% de poliacrilamida). A separacao foi realizada num sistema mini-Protein (Bio-Rad)
em tampao Tris-Glicina (25mM Tris, 188mM Glicina, 0,1% (m/v) SDS, pH 9,0) a 80V até
o tampao de aplicacdo atingir o gel de separa¢ao e 120V até este atingir o final do gel.
Juntamente com as amostras foi separado um marcador de massa molecular Precision
Plus Protein Standards (Dual color, BioRad). O protocolo utilizado é baseado no
método desenvolvido por Laemmli (Laemmli, U. K. 1970).

A visualizacdo das proteinas no gel foi conseguida por coloragdo com azul de
Coomassie (solucdo de coloragdo: 0,25% (m/v) Azul brilhante de Comassie R-250 (Bio-
Rad), 40% (v/v) metanol, 10% (v/v) acido acético; solugdo de descoloracdo: 40% (v/v)
metanol, 10% (v/v) acido acético). Nos casos em que nao foi possivel a vizualizacdo de
bandas apds coloracdo com solucgdo de azul de Coomassie, a observacdo das proteinas
foi conseguida por coloracdo com nitrato de prata. Para tal foi utilizado o PlusOne
Silver Staining Kit (GE Healthcare), tendo-se seguido as instrucdes do fabricante.
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3.11 - LT-PAGE

O procedimento LT-PAGE (do inglés Low Temperature SDS-PAGE, baseado no
método de Klatt et al, 1995) é idéntico ao realizado para SDS-PAGE, com a diferenca de
que os géis utilizados s3o de gradiente (4 a 12%) (Amersham™ ECL™ Gel 4-12% GE
Healthcare) e a corrida foi feita a 42C e 120V em tampdo MES pH 7,3 (sistema NuPAGE,
Invitrogen).

Esta técnica foi utilizada para separar as proteinas do extrato de L. infantum
(15ug de proteina), e analisar a proteina LINOS recombinante (5ug de proteina).

Nos casos em que se pretendeu analisar a proteina na sua forma nativa ou
estudar o efeito de cofatores na estabilidade da estrutura quaterndria, as amostras
correspondentes ndo foram fervidas. Assim, a estas amostras foi adicionado um
tampao de aplicacdo sem agentes redutores, ou seja, sem B-mercaptoetanol. No caso
das amostras que continham Ureia, estas também nao foram fervidas, mesmo com um
tampao de aplicagdao com redutores.

3.12 - Analise por Western Blot

O método usado para a separacdo por Western Blot é baseado no descrito por
Mahmood, T. & Yang, P.-C. 2012. Apds a separacdo por SDS-PAGE ou LT-PAGE, as
proteinas foram transferidas para uma membrana de PVDF. A transferéncia foi
realizada num sistema Mini Trans-BlotCell (Bio-Rad) (durante 70 minutos a 100V) em
tampado de transferéncia (47,9mM Tris, 38,6mM Glicina, 0,037% (m/v) SDS, 20% (v/v)
metanol). Apds a transferéncia a membrana foi bloqueada durante 1 hora com uma
solucdo de 5% leite magro em pd (Molico) em tampao de lavagem TBS-T (100mM Tris-
HCl, 150mM NaCl, 0,1% (v/v) Tween-20, pH 7,5) a temperatura ambiente.
Seguidamente, a membrana foi incubada com uma solucdo de anticorpo anti-LiNOS,
produzido em ratos Winstar pelo grupo de Parasitologia Molecular (IBMC, Porto),
previamente purificado com membrana contendo a proteina recombinante (Sabino, F.
M. R. 2012), diluido 1:200 numa solucdo de 5% leite magro em pé em tampao TBS-T,
over night, a 4°C. A membrana foi lavada 3 vezes 10 minutos a temperatura ambiente
com tampdo TBS-T, seguindo-se uma incubacdo com anticorpo secundario anti-rato
(Sigma) diluido 1:3000 numa solug¢do de 5% leite magro em pd em tampao TBS-T,
durante 1 hora a temperatura ambiente. A membrana foi lavada nas mesmas
condicbes 4 vezes 10 minutos. Para fazer a revelacdo das proteinas, foi utilizado o
sistema de detecdo Amersham™ ECL™ Western Blotting Detection Kit (GE Healthcare).
De seguida, as proteinas foram expostas a quimioluminescéncia, utilizando o
ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare).
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3.13 - Doseamento proteico

O doseamento proteico foi feito através do método de Bradford (Bradford, M.
M. 1976), recorrendo ao reagente Bio-Rad Protein assay, segundo as instru¢es do
fabricante.

3.14 - Ensaios cinéticos

A formacao de NO foi seguida a 302C através da conversdo de oxi-hemoglobina
em met-hemoglobina, por cdlculo da diferenca entre a absorvéncia a 421 e 401nm,
usando o coeficiente de absortividade molar €421-401nm = 77.2 mM ‘cm™ (Salter, M.
& Knowles, R. G. 1998) . A oxi-hemoglobina foi preparada como descrito em (Sabino, F.
M. R. 2012).

Foram realizados ensaios com concentracdo variavel de L-arginina, para
determinacdo dos parametros cinéticos do LINOS recombinante e com concentracdo
variavel do inibidor de NOS, N-nitro-L-arginina (NNA). Para os ensaios com extratos
proteicos totais, utilizou-se uma concentracgdo fixa de L-arginina. Assim, nos ensaios
com concentragdo variavel de L-arginina, foram utilizadas as seguintes condi¢des: 15ug
de LiNOS recombinante, com adicdo de 6uM oxi-hemoglobina, 1,5mM CaCl2, 1uM
FAD, 1uM FMN, 0,1uM CaM bovina, 200uM BH4, 150uM NADPH e concentracoes
variaveis de L-arginina (0,5, 2, 10 e 20uM), num volume total de 800uL. Os ensaios
cinéticos na presenca do inibidor NNA foram realizados nas mesmas condi¢des
descritas, com a diferenca de que foram aplicados 12ug de proteina recombinante
hémica, 50uM L-arginina e NNA com concentracdo variavel (0, 50, 200, 400 e 800uM).
A determinacdo da atividade especifica em pTEX_NOS foi feita utilizando 30ug de
extrato proteico total, tendo sido feito um controlo sem extrato. Os graficos da
velocidade da reagdo versus a concentracdo de L-arginina e os parametros cinéticos
foram obtidos utilizando o programa GraphPadPrism
(http://www.graphpad.com/scientific-software/prism/).

Para cada ensaio comecou-se por adicionar a cuvette o tampdo 50mM HEPES
pH 7,4, a oxi-hemoglobina e o CaCl,. De seguida, colocou-se a cuvette em agitacao,
tendo-se adicionado a L-arginina, as flavinas, a calmodulina, e o BH;. Com esta solugao
foi medido o branco do ensaio, tendo-se, seguidamente, iniciado a reacdo com a
adicdo da proteina. Os ensaios cinéticos foram realizados num espectrofotémetro de
matriz de diodos Agilent HP 8453, com temperatura controlada e agitacdo magnética
na cuvette. As atividades foram calculadas com base na diferenca entre os declives
registados antes e apds desta adicdo.
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3.15 - Estudos estruturais in sillico
3.15.1- Organizag¢ao da proteina em dominios

De modo a fazer uma previsdo tedrica da organizacdo do LiINOS em dominios, a
sua sequéncia foi submetida nos servidores Pfam (Finn, R. D. et al. 2014) e InterPro
(Mitchell, A. et al. 2015). Os resultados foram obtidos sob a forma de esquema.

3.15.2- Previsao das regioes desordenadas

O método utilizado para a previsdao de regides desordenadas foi baseado no
revisto por Ferron, F. e colaboradores (Ferron, F. et al. 2006).

De modo a fazer uma previsdo das regides desordenadas da proteina,
comecgou-se por fazer uma andlise da sua sequéncia. Nesta andlise foram procuradas
regides de baixa complexidade, utilizando a ferramenta bioinformatica SEG (Wootton,
J. C. 1994), assim como coiled-colis utilizando a ferramenta Paircoil2 (McDonnell A. V.
et al. 2006), segmentos transmembranares utilizando as ferramentas DAS-TMfilter
server (Cserzo, M. et al. 2002), Phobius (Kall, L. et al. 2004) e TMpred (Hofmann, K. &
Stoffel, W. 1993), péptidos sinal utilizando a ferramenta SignallP 4.1 (Petersen, T. N. et
al. 2011), zippers de leucina com a ferramenta 2ZIP (Bornberg-Bauer, E. et al. 1998), e
o estado dos residuos de cisteina utilizando a ferramenta DIANNA (Ferre, F. & Clote, P.
2006, Ferre, F. & Clote, P. 2005). Foi ainda produzido um grafico de andlise de clusters
hidréfobos (Callebaut, I. et al. 1997, Eudes, R. et al. 2007) (HCA, do inglés Hydrophobic
Cluster Analysis), de modo a observar quais as regides que, provavelmente estdo mais
ordenadas, tendo em conta a sequéncia da proteina.

De seguida, foram utilizados métodos ab initio de previsdao de desordem
PONDR (Dunker, A. K. et al. 2001, Garner E. et al. 1998, Li X. et al. 1998, Li X. et al.
2000, Romero P. et al. 2001), DisEMBL (Linding, R. et al. 2003) e RONN (Yang, Z. R. et
al. 2005), de forma a identificar um consenso quanto as regidoes da proteina
teoricamente desordenadas. Tendo em conta os dominios putativos previstos, foi
corrido, para cada um destes, um método de carga-hidropatia (através do PONDR), de
modo a observar o grau de desordem de cada um.

Finalmente, foi feita a comparacdo dos métodos de previsdo de desordem com
a arquitetura dos dominios e com os itens encontrados na analise da sequéncia da
proteina, o que permitiu fazer um delineamento tedrico mais preciso dos limites entre
as regides ordenadas e desordenadas no grafico HCA.
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3.15.3- Previsdao da estrutura da proteina

A previsao da estrutura do LiINOS foi feita com base na homologia com outras
proteinas. Para tal, recorreu-se ao servidor HHpred (Séding, J. 2005, Soding, J. et al.
2005), que se baseia no modelo estatistico Hidden Markov Model (Eddy, S. R. 2004).

A sequéncia da proteina em estudo foi submetida no servidor, tendo-se obtido
uma lista de proteinas candidatas a template, ordenadas segundo a pontuagdo
atribuida, com base na semelhanga com a sequéncia submetida. A estrutura escolhida
para template foi a do enzima NADPH-citocromo P450 redutase humano (PDB ID
3QE2).

Apds a escolha do template mais adequado (com base na pontuacao atribuida),
procedeu-se ao cdlculo tedrico da estrutura quaterndria da proteina. Para esse fim,
recorreu-se a ferramenta Modeller (Sali, A. et al. 1995), tendo a estrutura sido
calculada com base no alinhamento entre a sequéncia do LINOS e o template
selecionado.
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4 - Resultados e Discussao
4.1 - Otimizagao da purificagdo do LiNOS recombinante

O sintase de 6xido nitrico de Leishmania infantum (LINOS) é um enzima que
sintetiza o NO a partir da L-arginina. O LINOS recombinante foi expresso em E. coli na
presenca de hemina na fragdo insolivel em condi¢Ges previamente definidas (Sabino,
F. M. R., 2012), como se mostra na figura 9.
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Fig. 9 — Analise por SDS-PAGE da expressao de LiINOS nas fragdes celulares de E. coli. MM —
Massa molecular; M — Marcador de massa molecular; Ty — Fragdo total sem inducdo da
expressao; T — Fragdo total com indugdo da expressao; S — Fragao soluvel; | — Fragdo insoluvel;
A posicado do LINOS (MM 64 kDa) encontra-se destacada por um retangulo.

Este fendmeno de expressdao em corpos de inclusdo é frequente quando sao
expressas grandes quantidades de proteina, principalmente quando se trata de uma
proteina de um eucariota em bactéria. Os procariotas carecem de maquinaria
essencial para a ocorréncia de modificacdes pds-traducionais e da assisténcia ao
folding de algumas proteinas dos organismos eucariotas (Singh, S. M. & Panda, A. K.
2005, Alibolandi, M. and Mirzahoseini, H. 2011).

Uma vez que o LiINOS se encontra na fracdo insoluvel, foi necessario solubiliza-
lo. Para tal, recorreu-se a uma solubilizacdo com concentracdes crescentes de ureia.
Inicialmente, suspendeu-se o pellet da fracao insoluvel no tampao PBS pH 7,4 com 4M
ureia. A suspensdo resultante foi centrifugada, tendo-se suspendido o novo pellet
obtido no mesmo tampao com 8M de ureia, de onde foi extraida a proteina em estudo
(Fig. 10).
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Fig. 10 — Analise por SDS-PAGE da expressao e monitorizagao e solubilizagdo do LiNOS. MM —
Massa molecular; M — Marcador de massa molecular; T, — Fragdo total sem inducdo da
expressao; T — Fragdo total com indugdo da expressdo; S — Fragdao soluvel; 4M — Solubilizagao
da fracdo insoltuvel em ureia a concentracdo de 4M; 8M — Solubilizacdo do pellet resultante da
suspensdo anterior a concentracdo de 8M. A posicdo do LINOS (64 kDa) encontra-se destacada
por um retangulo.

Da analise da figura 10 pode concluir-se mais uma vez que o LiNOS se encontra
na fracdo insollvel (ndo se encontra na fracao soltvel e encontra-se na fragdo total) e
que foi solubilizado com 8M ureia, uma vez que na pista correspondente a
solubilizacdo com 8M ureia é possivel observar a proteina. Na pista correspondente a
solubilizacdo com 4M ureia pode observar-se que, apesar de ndo ter sido solubilizada a
proteina de interesse, foram solubilizadas outras proteinas da bactéria.

O LiNOS recombinante possui, na sua sequéncia, uma cauda de seis residuos de
histidina no N-terminal. Assim, para proceder a purificacdo desta proteina, tirou-se
partido do facto de esta cauda de residuos de histidina ter uma elevada afinidade para
o niquel. O LiINOS foi entdo purificado por cromatografia de afinidade com niquel
imobilizado (IMAC - immobilized metal ion affinity chromatography). Duas estratégias
de purificacdo foram testadas de forma a maximizar o rendimento da purificacdo.
Numa primeira purificacdo, o enzima foi renaturado e depois purificado por IMAC;
noutra estratégia, o enzima foi purificado na sua forma desnaturada e sé depois foi
renaturado.

Na primeira estratégia, comecou-se por fazer uma didlise da fracdo solubilizada
com 8M ureia, de forma a promover o refolding da proteina. A didlise ocorreu de
forma lenta, a 4°C, em PBS pH 7,4 com concentragdes decrescentes de ureia (4M, 2M,
1M ureia e sem ureia) com o objetivo de promover o refolding lento do enzima. As
duas ultimas solu¢des continham 5uM de BH,4, o cofactor deste enzima, de modo a
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promover e estabilizar o folding da proteina. Este procedimento aumenta a
probabilidade da obtencdo da sua conformacdo nativa.

Apds a didlise, a proteina foi purificada por cromatografia de afinidade. A
solugdo proteica foi incubada com beads magnéticas revestidas de niquel e eluida com
imidazolo em concentragdes crescentes (5mM, 25mM, 50mM, 250mM, 500mM e 1M),
uma vez que este compete com a histidina pela ligacdo ao niquel. Uma vez que nao foi
possivel observar proteina no gel de SDS-PAGE, as fra¢cdes contendo LiNOS foram
identificadas por Western Blot. Observou-se que a proteina foi eluida nas fragdes
correspondentes a 50mM, 250mM e 500mM de imidazolo (Fig. 11). Estas fragdes
foram agrupadas e a proteina quantificada.
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Fig. 11 — Analise por Western Blot das fragdes obtidas no processo de purificagao da proteina
LINOS com beads magnéticas revestidas de niquel. MM — Massa molecular; M — Marcador de
massa molecular; FT — Flow through (fragdo contendo as proteinas que ndo se ligaram as
beads); a seta indica a posicdo do LiNOS.

Na segunda estratégia, foram invertidos os passos de didlise e cromatografia.
Desta forma, a proteina foi purificada no seu estado unfolded, tendo-se promovido o
refolding apds a cromatografia de afinidade. Neste processo recorreu-se a uma coluna
de niquel e o tampao PBS pH 7,4 continha 8M ureia. De igual forma, a eluicdo foi feita
com concentragdes crescentes de imidazolo (5mM, 250mM, 500mM e 1M) A proteina
foi obtida nas fragdes correspondentes a 250mM, 500mM e 1M de imidazolo (Fig. 12).

[Imidazolo] (mM)
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Fig. 12 — Andlise por SDS-PAGE (corado com prata) do processo de purificacdo do LINOS no seu
estado unfolded por cromatografia de afinidade. MM — Massa molecular; M — Marcador de
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massa molecular; FT — fracdo contendo as proteinas que ndo se ligarem a resina; a posi¢cdo do
LiNOS estd indicada pela seta.

As fracoes selecionadas foram agrupadas e, apés a dialise, que decorreu de
modo igual modo ao da estratégia anterior, a proteina foi concentrada e quantificada.

Ao quantificar a proteina purificada por cada uma das estratégias (a partir de 1L
de cultura bacteriana), constatou-se que, quando esta foi purificada no seu estado
folded, a sua concentracdo final foi de 0,021mg/mL num volume total de 1,5mL,
enguanto a concentracao final da proteina purificada no seu estado unfolded foi de
0,505mg/mL e um volume total de 3mL. O rendimento da purificagdo da proteina no
seu estado folded foi 0,04mg proteina/L de cultura, enquanto a purificacdo no estado
unfolded resultou em 1,89mg proteina/L de cultura. Assim, o processo de purificacdo
do LiINOS no seu estado unfolded revelou ter um rendimento cerca de 48 vezes
superior. Desta forma, foi possivel concluir que a segunda estratégia de purificacdo da
proteina recombinante é a mais rentdvel (Fig. 13).
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Fig. 13 — Analise por Western Blot das diferentes fracdes desde o extrato total até a proteina
purificada. MM — Massa molecular; M — Marcador de massa molecular; T — Fragao total, S —
Fracdo soluvel; P — Fragao insoluvel; 4M — Fragdo insoluvel ressuspendida em PBS pH 7,4 com
4M Ureia; 8M — Pellet resultante da centrifugacdo da fracdo insoltvel ressuspendida em PBS
pH 7,4 com 4M Ureia ressuspendido em PBS pH 7,4 com 8M Ureia; F — Proteina purificada no
estado folded; U — Proteina purificada no estado unfolded.

A quantidade de proteina obtida quando esta foi purificada no seu estado
unfolded é superior a obtida quando a purificacdo ocorreu no estado folded. Desta
forma, conclui-se que o rendimento da purificacdo por cromatografia de afinidade do
LINOS é superior quando a proteina se encontra no seu estado unfolded. Esta
conclusdo sugere que, aquando do folding desta proteina, a cauda de residuos de
histidina pode ficar menos acessivel ao niquel, diminuindo a probabilidade de a
proteina se ligar ao metal.

De forma a confirmar que a proteina purificada corresponde ao sintase do
oxido nitrico, foi medida a atividade deste enzima (seccdo 4.3.3, mais a frente).
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4.2 - Otimizagao da purificagao do LiNOS de Leishmania infantum

A purificagdo do L/INOS recombinante de E. coli foi realizada com sucesso,
contudo, tal como acontece no processo de refolding de proteinas por dialise
(Upadhyay, A. K. et al. 2014), ocorreu uma perda consideravel de proteina.

De modo a estudar experimentalmente a estrutura da proteina no seu estado
folded nativo, assim como as suas possiveis modificacdes pds-traducionais, é
necessario ter acesso a proteina expressa de forma nativa. Nesse sentido, recorreu-se
também a fonte original da proteina, o parasita Leishmania infantum, para proceder a
purificacdo.

A expressdo do LINOS em L. infantum é relativamente baixa. Desta forma,
foram utilizados parasitas transfetados com o plasmideo pTEX_NOS-6His e parasitas
transfetados com o plamideo pTEX-NOS (Sabino, F. M. R. 2012), de forma a
sobrexpressar o LiNOS.

Nos parasitas transfetados com o pTEX_NOS-6His, a proteina é expressa com
uma cauda de seis residuos de histidina. Desta forma, tirou-se partido do facto de
estes residuos possuirem afinidade para o niquel, a semelhanca da purificacdo da
proteina recombinante produzida em bactéria. Apds uma primeira filtracdo do extrato
para remover as proteinas de massa molecular inferior a 50kDa, procedeu-se a uma
cromatografia de afinidade em coluna de niquel.
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Fig. 14 — Andlise por Western Blot das fragGes recolhidas durante a purificagdo por
cromatografia de afinidade do extrato de Leishmania infantum. MM — Massa molecular; M —
Marcador de massa molecular; FT — Flow-through, Fracdo contendo as proteinas que ndo se
ligaram a coluna; 1 — 19 — Numero da fragao recolhida durante o gradiente de concentragdo de
imidazolo.

Na figura 14 é possivel observar que alguma proteina ndo se ligou a coluna,
uma vez que foi detetada a presenca de LiINOS na fracdo FT. No entanto, pode
constatar-se que uma parte ligou-se a coluna, observando-se a banda correspondente
ao LiNOS nas fracdes 3 a 7. E ainda de salientar o facto de, na Fig. 14, se observar que o
LiNOS foi obtido no inicio do gradiente de imidazolo (tendo sido recolhidas 20 fracdes,
foi obtida proteina nas primeiras sete), o que indica que a proteina saiu da coluna na
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presenca de baixas concentragdes de imidazolo. Esta observagdao sugere que a
interagdo estabelecida ente a cauda de histidina e o niquel ndo era forte.

O facto de uma parte da proteina nao se ter ligado a coluna de niquel sugere
que a cauda de histidina ndo estd numa posicao favoravel para se ligar a coluna de
niquel. Este facto tinha-se observado com a proteina recombinante, em que o
rendimento de purificacdo era menor quando a proteina se encontrava folded. O facto
de se ter observado a presenca de NOS em algumas das fra¢des recolhidas, ou seja, de
uma parte da proteina se ter ligado a coluna pode, provavelmente, ser explicado pelo
facto de uma parte da proteina presente no extrato se encontrar no estado unfolded
ou sob a forma de mondmero. Assim, a inacessibilidade da cauda de residuos de
histidina poderia ser explicada por: a) a cauda de residuos de histidina estar orientada
para o exterior mas tornar-se inacessivel quando a proteina estd sob a forma
oligomérica nativa. Neste caso, apenas as moléculas que se encontram sob a forma de
mondmero se ligam a coluna; b) a cauda de residuos de histidina esta orientada para o
interior da proteina. Neste caso, apenas as moléculas que se encontram no estado
unfolded poderao ligar-se a coluna.

Numa segunda estratégia de purificacdo da proteina, recorreu-se a parasitas a
sobrexpressar o LINOS sem a cauda de residuos de histidina. A semelhanca do que
sucedeu na estratégia anterior, comegou-se por eliminar as proteinas de dimensao
inferior a 50kDa, tendo-se seguido uma precipitacdo das proteinas com sulfato de
amonio (Fig. 15) e cromatografia de troca idnica.
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Fig. 15 — Analise por Western Blot das fragdes recolhidas no processo de precipitagdo com
diferentes concentracdes de sulfato de amdnio. MM — Massa molecular; M — Marcador de
massa molecular. O retangulo indica as fragdes que foram agrupadas para prosseguir com a
purificacdo.

Na figura 15 observa-se que o LINOS se encontra maioritariamente nas fragdes
correspondentes a 10% e 20% de saturacdo de sulfato de amodnio, tendo-se
selecionado estas fragcOes para serem agrupadas e prosseguir com a purificacdo por
cromatografia de troca idnica (apds a remocao do sulfato de amadnio por didlise contra
PBS pH 7,4). Utilizando a ferramenta Isoelectric Point Calculator (Kozlowski L. P. 2007-
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2013), o pl do LiNOS esta calculado entre 4,9 e 5,3. Assim, foi utilizada uma coluna de
troca anidnica e, como tampdo, PBS pH 7,4. Durante a recolha das fracdes a
concentrac¢do de NaCl variou entre 0 e 500mM.

Apds a precipitagdo, as fracgOes selecionadas foram congeladas a -202C. Antes
da aplicagdo das fragdes selecionadas na coluna de troca anidnica, observou-se a
presenca de um precipitado. Assim, este precipitado foi removido por centrifugacao,
tendo-se aplicado o sobrenadante na coluna. Posteriormente, foram analisadas por
Western Blot as fracdes recolhidas na cromatografia e o precipitado ressuspendido em
PBS pH 7,4 (Fig. 16).
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Fig. 16 — Analise por Western Blot das fracdes recolhidas durante a cromatografia de troca
anidnica e do precipitado que se encontrava nas fra¢gdes de precipitagio com sulfato de
amonio selecionadas. MM — Massa molecular; M — Marcador de massa molecular; 17-29 —
Numero das fragdes obtidas; P — Precipitado que se encontrava nas fra¢ées de precipitagdo
com sulfato de aménio selecionadas. Nota: a membrana correspondente as anteriores fragdes
obtidas por troca iénica ndo estdo apresentadas porque ndo foi possivel detetar a presenca de
LiNOS.

Nas fragGes cromatograficas 1-16 nao foi possivel detetar a presenca de LINOS
(dados ndo apresentados). Na figura 16 observa-se que a proteina também ndo foi
detetada nas fragGes 17-29. Contudo, é possivel constatar que esta se encontra no
pellet que foi retirado das fra¢des de precipitacdo com sulfato de amdnio selecionadas.
Desta forma, conclui-se que ndo é vantajoso prosseguir com este processo de
purificacdo, uma vez que a proteina precipitou apesar de o sulfato de amdnio ter sido
retirado por dialise.

Numa terceira abordagem, optou-se por purificar a proteina por cromatografia
de troca anidnica diretamente apds serem retiradas as proteinas de dimens3o inferior
a 50kDa, sem precipitagdo com sulfato de amdnio nem congelagdao a -202C. Com o
objetivo de maximizar a quantidade de proteina eluida da coluna, o gradiente de
concentragdo de NaCl foi alargado até 1M.
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Fig. 17 — Andlise por Western Blot das fragdes obtidas no processo de purificagdo do LiNOS por
cromatografia de troca anidnica. MM — Massa molecular; M — Marcador de massa molecular;
8-16 — Numero da fragdao obtida apds cromatografia de troca idnica. O retangulo destaca a
posicdo onde foi detetada a presenca de LINOS. Nota: nas membranas contendo as fragdes 1-7
e 17-25 nao foi detetada proteina (dados ndo apresentados).

Neste processo de purificagdo por cromatografia por troca anidnica (Fig. 17)
observa-se que o LiNOS foi obtido nas fracdes 8 a 11. No entanto, é possivel observar
que, para além do mondmero, entre 50 e 75kDa, foram detetadas bandas numa regido
de massa mais reduzida, entre 25 e 37kDa. Esta detecdo dever-se-a, muito
provavelmente, a degradacdo da proteina. Nas membranas referentes as restantes
fracGes obtidas durante a cromatografia (1-7 e 18-25) ndo foi detetada a presenca do
LiNOS (dados ndo apresentados).

Fazendo um balancgo das estratégias de purificacdo descritas, pode dizer-se que
a purificacdo do LiNOS a partir do Leishmania infantum foi conseguida. Numa primeira
abordarem, a purificacdo foi inviabilizada pelo facto de n3do se ter observado ligacdo
entre a cauda de histidina e a coluna de niquel. Consequentemente, optou-se por
partir de uma cultura de Leishmania infantum a sobrexpressar LINOS sem cauda de
histidina e precipitar a proteina com sulfato de amdnio. No entanto, este
procedimento acabou, também, por inviabilizar a purificacdo, uma vez que que a
proteina extraida neste passo de purificacdo precipitou. Assim, ao recorrer
diretamente a uma abordagem de cromatografia de troca anidnica sem precipitagao
foi possivel purificar a proteina com uma concentra¢do de 0,78mg/mL, apesar de ter
ocorrido degradacdo da proteina. Uma vez que o volume final da solugdo proteica foi
de 4mL e a purificagdo ocorreu a partir de uma cultura de 250mL, o processo teve um
rendimento de 12,48mg/L de cultura. Estes resultados sdo preliminares, sendo
essencial, futuramente, otimizar o processo no sentido de evitar a degradagdo da
proteina e aumentar o rendimento da purificagao.
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4.3 - Caracterizagao funcional do LiNOS

4.3.1 - Determinag¢ao dos parametros cinéticos

A atividade enzimatica do L/INOS foi determinada através do método da
conversdo da oxihemoglobina e metahomoglobina (Salter, M. & Knowles, R. G. 1998)
Anteriormente tinham sido determinados os parametros cinéticos para o enzima
LINOS recombinante sem heme nem cofatores, e para o mesmo apenas com BH,
(Sabino, F. M. R., 2012). Dada a importancia do grupo heme para a estrutura do LiNOS,
foi feita a determinagdo dos parametros cinéticos (Km e V) do enzima LiNOS
recombinante hémico, com uma concentracdo de L-arginina que variou entre 0,5 e
20uM e adicdo de hemina no meio reacional.

Apds a determinacgdo da velocidade de reagdo para cada concentragdo de L-
arginina, foi utilizado o programa GraphPad Prism para a obtencdo do gréfico da
velocidade da reacdo de formacdo de NO em funcdo da concentracdo de L-arginina
(Fig. 18), e determinacdo do valor do Km e da velocidade limite (V).
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Fig. 18 — Variacdo da velocidade da reacdo de formacdo do NO (v) em fungdo da concentracdo
de substrato (L-arginina). A linha representa o melhor ajuste a equagdo de Michaelis-Menten

Através desta analise, obtiveram-se os valores de Km de 1,66 + 0,47uM e da
velocidade limite 0,029 + 0,002uM/min. Estes valores estdo de acordo com os obtidos
previamente para o enzima recombinante: K, =3,05 £ 1,25 uM e V = 0,026 + 0,002
uM/min para o enzima sem grupo Heme nem cofatores, e K, =0,93+ 0,13 pM e V =
0,057 + 0.016 pM/min para o enzima pré-incubado com BH,4 (Silva, F. S., 2010).
Comprova-se assim que a afinidade para o substrato aumenta (o K., diminui), com
aumento da atividade, quando o enzima esta ligado ao cofactor BH; e tem hemina
incorporada.
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4.3.2 - Ensaios cinéticos com o inibidor NNA

De forma a confirmar que a atividade enzimdtica observada se deveu a agdo do
NOS, foram realizados ensaios cinéticos com a proteina recombinante na presenca de
N“-Nitro-L-arginina (NNA) em concentrac¢des crescentes. Sendo o NNA um anélogo da
L-arginina, este é um inibidor competitivo do enzima (Salter, M. & Knowles, R. G.
1998), permitindo, portanto, validar o estudo. Para evitar o uso de concentrac¢des
muito elevadas de inibidor, estes ensaios foram realizados na presenga de 50uM de L-
arginina, uma vez que o NNA compete com o substrato pela ligagdo ao enzima.

As velocidades de reacdo registadas na presenca de NNA estdo apresentadas
no grafico da figura 19. Observa-se que a velocidade de formac¢ao do NO diminui com o
aumento da concentragdo de NNA. Assim, mostra-se que na presenca deste andlogo
da L-arginina é menor a taxa de conversdo de meta-hemoglobina a partir da oxi-
Hemoglobina, uma vez que a formac¢do de NO pelo LINOS recombinante é inibida.
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Fig. 19 — Varia¢do da velocidade da reacdo de formagdo do NO (v) do LiINOS medida em fungdo
da concentragdo de N“-Nitro-L-arginina (NNA).

4.3.3 - Determinacao da atividade especifica nos parasitas pTEX_NOS

A atividade especifica do LINOS foi determinada nos parasitas transfetados,
utilizando 30ug de extrato pTEX_NOS, com concentracao fixa de L-arginina. A atividade
especifica obtida foi de 1,33 nmol.min.mg™. Apesar da sua sobre-expressdo nos
parasitas transfetados (Fig. 20), a atividade especifica do LiINOS é aproximadamente
igual a dos parasitas wild-type, que ndo sobre-expressam o NOS, com um valor de 1,61
nmol.mint.mg™.
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Fig. 20 — Andlise por Western Blot dos extratos de Leishmania infantum transfetado e wild-
type. MM — Massa molecular; M — Marcador de massa molecular; pTEX_NOS — Extrato de
Leishmania infantum transfetado com o plasmideo pTEX_NOS, sobre-expressando o LiNOS;
WT — Extrato de Leishmania infantum wild-type.

4.4 - Estrutura quaterndria do LINOS expresso em Leishmania
infantum

J4 tinha sido anteriormente observado que o enzima LINOS recombinante
formava tetramero na presenca de BH, (Sabino, F. M. S. 2012). No seguimento desta
observacdo, foi feito o estudo da estrutura quaternaria da proteina quando expressa
no parasita.
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Fig. 21 — Andlise por Western Blot do extrato de Leishmania infantum pTEX_NOS. MM — Massa
molecular; M — Marcador de massa molecular; F — extrato fervido com tampdo de aplicagdo
com agentes redutores; NF — extrato ndo fervido com tampdo de aplicagdo sem agentes
redutores. A seta a cheio assinala a posi¢do do tetramero (256 kDa). A seta a tracejado assinala
a posi¢cdao do mondémero (64 kDa).
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Na analise do extrato de Leishmania infantum para o estudo da estrutura
quaterndria do LINOS foram testadas duas condicGes (Fig. 21). Numa das condicdes, o
extrato foi fervido e foi usado um tampao de aplicacdo com agentes redutores, com o
objetivo de quebrar as interagGes intermoleculares, de modo a observar o monémero.
Na figura 21, na pista F, observa-se uma banda correspondente a um valor de massa
entre 50 e 75kDa. Esta banda corresponde ao mondmero de LINOS, com uma massa de
64 kDa. Na outra condicdo testada, o extrato ndo foi fervido e foi utilizado um tampao
de aplicacdo sem agentes redutores. Assim, as intera¢des intermoleculares ndo sao
guebradas, esperando-se observar a banda correspondente a proteina na sua forma
multimérica. Na figura 21, na pista NF, observa-se uma banda numa regidao de massa
proxima de 250 kDa. Este complexo proteico apresenta uma massa que é
correspondente ao quadruplo da massa do mondmero de LiNOS. Desta forma pode
inferir-se que o enzima LiNOS in vivo é expresso no parasita sob a forma de um
homotetramero, tal como foi observado para a proteina recombinante (Sabino, F. M.
S. 2012).

4.5 - Influéncia da hemina e do BH, na estrutura quaternaria do LiNOS

Ap0s se inferir que o LINOS constitui um homotetramero in vivo, foi estudada a
influéncia de cofatores e do grupo heme na estabilidade desta estrutura. Uma vez que
se observou que a expressao da proteina recombinante é superior quando na presenca
de hemina e BH,, foi estudada a sua influéncia na estabilidade do homotetramero.
Para isso, utilizou-se a proteina recombinante na presenca de diferentes combinacdes
de hemina e BH,4 e as amostras foram separadas por LT-PAGE. A proteina foi incubada
a 37°C na auséncia de cofator ou hemina, com 1mM BH4, com 100uM hemina e na
presenca de ambos.

- -+ o+ Heme
MM (kDa) M -+ - o+ BH,

250
150

100
75

50
Fig. 22 — Anélise por Western Blot do enzima LiNOS incubado durante 30min a 37°C com
diferentes condicGes de presenca de cofatores. MM — Massa molecular; M — Marcador de

massa molecular. Os retangulos destacam a posicdao da proteina sob a forma de tetramero
(256 kDa, retangulo a cheio) e dimero (128 kDa, retangulo tracejado).
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Na figura 22 observa-se a presenca de tetrdmero em todas as amostras. A
proteina recombinante foi expressa e purificada na presenca de hemina e BH,4, sendo
espectavel o aparecimento da forma tetramérica. No entanto, na auséncia de hemina
(com ou sem o cofator), existe ainda uma banda acima desta regido de massa que
corresponde a formacdo de agregados que ndo conseguiram entrar no gel. Esta
formacdo de agregados deve-se a instabilidade desta proteina in vitro. Estudos
anteriores, em que esta proteina recombinante foi purificada sem hemina nem o
cofactor, revelaram que a mesma agregava in vitro (Silva, F. S. 2010). Isto pode
também explicar a formagdo do precipitado proteico durante o procedimento de
purificacdo do LINOS a partir do parasita. Apesar de se observar proteina na regido de
massa do dimero, nesta condicdo sem hemina e sem BH; o dimero e o tetrdmero sdo
dificeis de distinguir.

Na pista correspondente a proteina incubada na presenca de BH; mas sem
hemina, observa-se que, apesar de ter ocorrido a formagdao de agregados, a banda
correspondente a massa do tetramero é mais distinta e quase ndo se observa o
dimero. Neste caso, a proteina aparenta encontrar-se sobretudo na forma de
tetramero.

Na pista correspondente a proteina incubada com hemina e sem BH; ndo se
observa a existéncia de agregados, o que é indicativo de um aumento da estabilidade
da estrutura quaternaria do LiNOS. Para além disso é possivel observar que a proteina
ndao se encontra totalmente sob a forma de tetramero, havendo também alguma
percentagem de dimero em solucao.

Na pista correspondente a incubacdo da proteina com BH4 e hemina é possivel
observar que estes contribuem para o aumento da estabilidade do tetramero. Por um
lado, observa-se a ndo existéncia de agregados, o que podera dever-se, principalmente
a estabilizacdo do nivel quaternario da estrutura pelo grupo heme. Por outro lado, a
banda correspondente ao tetramero é mais nitida, e o dimero desaparece, o que ja
fora observado na presenca de BH,;. Esta observacdo sugere que este cofator é
importante para o estabelecimento e manutencdo do LiNOS sob a forma de tetramero.
Pode-se concluir que o grupo heme nesta proteina promove a estabilidade da mesma
e das formas multiméricas (dimero de tetramero), sendo a formacdo de tetramero
promovida pela ligacdo de BHj,.

Para confirmar que o tetramero observado por Western Blot corresponde de
facto a proteina LiNOS, foi feita uma analise da proteina por MALDI-FT-ICR, tendo-se,
para tal, excisado bandas na regido de massa do tetramero apds a corrida de um gel de
LT-PAGE com a proteina em diferentes condi¢Oes quanto a presenca de BH; e hemina
(Fig. 23).
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Fig. 23 — Espetros de massa correspondentes aos péptidos do LINOS sob a forma de tetramero
em diferentes condi¢Ges quanto a presenca de cofatores: sem hemina nem BH, (vermelho), na
presenca de 1mM BH, (verde) e na presenca de 1mM BH,; e 100uM hemina (azul). Os numeros
presentes nos picos destacados correspondem aos numeros que se encontram em indice a
esquerda dos péptidos representados nos quadros 3 a 5. As bandas utilizadas para a hidrélise
da proteina em gel foram excisadas a partir de um gel no qual foram aplicadas amostras
preparadas de igual modo ao procedido para a analise por Western Blot e cuja coloragao foi
feita com nitrato de prata. Foram excisadas as bandas observadas na regido de massa do
tetramero (cerca de 250kDa).
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Quadro 1 — Analise dos péptidos detetados no espetro de massa resultantes da hidrélise do
LINOS na auséncia de cofatores excisado do gel na regido de massa correspondente ao

tetramero.
al L Regido da sequéncia i
Sequéncia do péptido (residuos) m/z (Th) | m/z (Th) | Desvio (ppm)
" TMLPGDVVEVLVTNSR 126-141 1729,916 | 1729,915 0,46
’LLEVSGPLQTR 288-298 1212,693 | 1212,695 -1,392
*GFFPIDR 89-95 851,441 | 851,441 -0,496

Quadro 2 — Andlise dos péptidos detetados no espetro de massa resultantes da hidrélise do
LINOS na presenca de 1mM BH, excisado do gel na regido de massa correspondente ao

tetramero.
Sequéncia do péptido Regla((i;lsz?dsuej;enua m/z (Th) | m/z (Th) | Desvio (ppm)
*YIDPPALPTTGSPGEWER 65-82 1985,972 | 1985,96 5,914
TMLPGDVVEVLVTNSR 126-141 1729,916 | 1729,915 0,611
2LLEVSGPLClTR 288-298 1212,692 | 1212,695 -1,869
>GFFPIDR 89-95 851,441 | 851,441 -0,285

Quadro 3 — Analise dos péptidos detetados no espetro de massa resultantes da hidrélise do
LINOS na presenca de 1mM BH, e 100uM hemina excisado do gel na regido de massa
correspondente ao tetramero.

Sequéncia do péptido Regla(oreds?ds;e;qsu)enua m/z (Th) | m/z (Th) | Desvio (ppm)
*YIDPPALPTTGSPGEWER 65-82 1985,969 | 1985,96 4,299
TMLPGDVVEVLVTNSR 126-141 1729,916 | 1729,915 0,265
RSANLPAATAVGADAQR 326-342 1668,875 | 1668,878 -1,742
2LLEVSGPLQTR 288-298 1212,693 | 1212,695 -1,38
>GFFPIDR 89-95 851,441 | 851,441 -0,08

Na andlise dos espetros de massa (Fig. 23), observa-se um aumento da
cobertura de sequéncia da proteina sem cofatores e hemina (5,8%) para a proteina
apenas com BH, (8,9%) e desta para a proteina na presenca de BH4; e hemina (11,8%),
(Quadros 1, 2 e 3). O numero de péptidos de LINOS identificados é maior na presenca
de cofatores, dado que estes sdo essenciais para o folding correto da proteina na
forma tetramérica. Quanto maior é a quantidade de proteina na forma tetramérica,
maior é a probabilidade de se obterem mais péptidos da mesma, obtendo-se, assim,
uma maior cobertura de sequéncia. Estes resultados concordam com a analise por
Western Blot, permitindo, assim, inferir que o BH; e o grupo Heme aumentam a
estabilidade da estrutura quaternaria do LiNOS.
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Através dos espetros de massa obtidos, confirmou-se, por MALDI-FT-ICR, a
existéncia do enzima LiNOS na sua forma tetramérica.

A importancia do BH4 ja tinha sido documentada para o NOS humano (Tejero, J.
& Stuehr, D. 2013). A estabilizacao da estrutura no NOS humano por esta molécula ao
nivel quaterndrio deve-se a ligacdo do BH; a interface de contacto entre os
mondmeros no dominio oxigenase. Sabe-se que este cofator é também importante
para a proteina do ponto de vista funcional, uma vez que, durante a catalise da
formacgao de NO, ocorre a formagao de um radical BH,4 (Tejero, J. & Stuehr, D. 2013). O
BH, tem ainda um papel na oxidacdo da N“-hidroxi-L-arginina, um composto
intermediario da formacdo de NO, dado que direciona a reac¢do para a formacdo de NO
em vez de NO (Tejero, J. & Stuehr, D. 2013).

A importancia do grupo Heme para a estabilidade da estrutura quaterndria
dever-se-a ao facto de este ser o grupo prostético da proteina, sendo importante nao
sé para o estabelecimento da estrutura quaternaria como da estrutura tercidria de
cada mondédmero. Sabe-se que o NOS humano é hémico, sendo este grupo prostético
importante também para a ocorréncia da transferéncia de eletrdes necessaria para a
oxidagao da L-arginina (Tejero, J. & Stuehr, D. 2013). Assim, a sugestdo de que o LiINOS
é um enzima hémico pode explicar o facto de, na sua auséncia, se observar a existéncia
de agregados.

4.6 - Previsao dos dominios do LiINOS

De modo a estudar a estrutura tridimensional e a funcdo do LINOS, é
importante ter o maximo de informacdo possivel acerca da sua organizacdo em
dominios e da arquitetura dos mesmos. Nesse sentido, a partir da sequéncia da
proteina (UniProt ID A4HYH5), foi feita uma previsao tedrica de dominios, recorrendo
as ferramentas InterPro (Fig. 24) e Pfam (Fig. 25).
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e
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Fig. 24 — Organiza¢ao do LiINOS em dominios, de acordo com a ferramenta InterPro.
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Fig. 25 — Organiza¢do do LINOS em dominios, de acordo com a ferramenta Pfam. Verde —
Dominio do tipo oxidorredutase; Vermelho — Dominio de ligagdo ao FAD-1; Azul — Dominio de
ligagdo ao NAD-1. Estdo assinalados os residuos do inicio e do fim de cada dominio.

Os resultados obtidos quanto a previsdo da organizacdo em dominios sdao
concordantes. Com ambas as ferramentas utilizadas, é prevista a existéncia de um
dominio do tipo oxidorredutase na regidao N-terminal. Para além disso, ambas preveem
um dominio de ligacdo ao FAD e outro de ligacdo ao NAD, estando as posicdes
concordantes.

Os dominios de ligagdo ao NAD(P)/FAD e Piridina de nucledtido de
flavoproteina citocromo redutase existem também no NOS de outras espécies (Hyde,
G. E. et al. 1991, Bredt, D. A. et al. 1991). O LiNOS apresenta ainda um dominio em
comum com o NADPH-citocromo P450 redutase (Fig. 24). Desta forma, prevé-se que, a
semelhanca das isoformas de NOS humanas, o LiNOS necessita da presenca de FAD e
NAD(P) como cofatores.
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Estruturalmente, o estudo tedrico da organizacdo da proteina em dominios
prevé que o dominio do tipo riboflavina sintase, num intervalo aproximado entre o
residuo numero 100 e o 300, tenha um motivo de barril beta. Para além disso, prevé-
se que o dominio do tipo NADPH-citocromo p450 redutase tenha uma estrutura
secunddria em hélice alfa (Fig. 24).

Relativamente a alguns motivos previamente identificados no LINOS, e
caracteristicos de outros sintases de NO, foi encontrado um motivo de ligacdo a
calmodulina entre os residuos 296 e 309 do tipo 1-8-14 (baseado na posi¢cdo de
residuos hidréfobos conservados, caracteristicos (Rhoads, A. R. and Friedberg, F.
1997)), e um motivo de ligacdo a caveolina F-xxxx-F-xx-F (sendo F os residuos Trp, Phe
ou Tyr, (Garcia-Cardena, G. et al. 1997)) entre os residuos 210 e 218 (resultados ndo
publicados).

4.7 - Organizagao estrutural e funcional do LiINOS

De modo a abordar a organizacdo estrutural e funcional do LiNOS, comecou-se
por fazer uma andlise tedrica da sua sequéncia (UniProt ID A4HYHS5, ver anexo)
recorrendo a diversas ferramentas bioinformaticas. A previsao de estrutura do LINOS
ndao é uma tarefa facil, visto que este enzima ndo apresenta homologia com os NOS
conhecidos até a data.

Com a confirma¢dao da formagao de tetrameros in vivo, comegou-se por
pesquisar a presencga de coiled coils na sequéncia do LiINOS. A identificacao de coiled
coils é importante para a identificacdo de dominios de oligomerizacao putativos e
postular mecanismos funcionais de modo a mapear a sequéncia da proteina na sua
estrutura com elevado detalhe (McDonnell A. V. et al. 2006). A presenca destas
estruturas foi descrita numa proteina de Caenorhabditis elegans pertencente a uma
nova familia de NOS (Zemoijtel, T. et al. 2004). Na pesquisa de coiled coils na sequéncia
do LiNOS, observou-se que, para todos os residuos de aminodcidos, a probabilidade de
pertencerem a um coiled coil é nula (ver anexo). Na analise da sequéncia do LiNOS, foi
ainda estudada a presenca de zippers de leucina (ZIP). Estes motivos sdo constituidos
por uma repeticdo de residuos de leucina e facilitam a dimerizacdo das proteinas (e em
alguns casos a oligomerizacdo), através da estabilizacdo de uma estrutura coiled-coil
paralela (Hakoshima, T. 2005). Com recurso a ferramenta 2ZIP, previu-se que a proteina
LINOS nado contém zippers de leucina.
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Como mencionado anteriormente, o NOS de L. infantum foi expresso em
bactéria na fracdo insoluvel, formando agregados proteicos com relativa facilidade.
Sabe-se atualmente que, quanto maior for o nimero de regides de baixa complexidade
numa proteina eucariota, menor é a probabilidade de ser expressa de forma soluvel
em bactéria (Wootton, J. C. 1994). As proteinas intrinsecamente desordenadas tendem
a ter estas regides de baixa complexidade, apesar de ndao ser uma condig¢ao sine qua
non. Uma funcdo destas regides flexiveis e desordenadas é adquirirem folding apds
ligagdo a um ligando, mediando assim numerosos processos de interagdao proteina-
proteina (Karlsson, O. A. et al. 2012). Um exemplo desta funcdo ocorre no NOS
neuronal, quando uma regido flexivel desta proteina adquire uma estrutura B-finger
ap6s ligagdo com um dominio PDZ [PSD-95 (postsynaptic density protein-95)/Discs
large/Z0O-1] da proteina PSD-95 (Karlsson, O. A. et al. 2012). No sentido de analisar o
grau de desordem do LiNQS, torna-se pertinente a pesquisa de regides de baixa
complexidade na sua sequéncia. Utilizando a ferramenta SEG, foi detetada uma regiao
nao globular longa entre os residuos 168 e 302. Na pesquisa de regides curtas de baixa
complexidade, com a mesma ferramenta foram detetados dois segmentos: um entre os
residuos 209 e 235 e outro entre os residuos 324 e 257 (ver anexo). A presenca de
regioes desordenadas foi anteriormente reportada nos enzimas eNOS (de bovino) e
nNOS (de rato). Ambos possuem um extenso segmento desordenado (residuos 339-
349 no nNOS, e residuos 109-120 no eNOS), que diferem em sequéncia e
comprimento, e parecem contribuir para as diferencas dinamicas observadas nas duas
proteinas (Li, H. et al. 2014).

Como referido anteriormente, foi encontrado em LiINOS um motivo de ligacdo a
caveolina entre os residuos 210 e 218 (resultados nao publicados). A ligacdo do NOS
endotelial (eNOS) a esta proteina ndo depende de dominios transmembranares, mas
da presenca de duas modificagdes pds-traducionais, miristoilacdo e palmitoilacdao, em
residuos especificos de glicina e cisteina, respectivamente (Prabhakar, P. et al. 2000).
No entanto, quando esta proteina foi expressa sob a forma de uma quimera com o
dominio transmembranar de uma glicoproteina, este dominio actuou como um
mecanismo alternativo de encaminhamento da proteina para a membrana, e
consequente ligacdo a caveolina (Prabhakar, P. et al. 2000). No ambito da anadlise da
sequéncia do LiNOS, foi também pesquisada a presenca de segmentos
transmembranares. Nesta pesquisa foram utilizadas trés ferramentas: DAS-TMfilter
server, TMpred e Phobius. Apesar de a primeira ndo ter detetado qualquer segmento
transmembranar, tanto o TMpred (Fig. 26) como o Phobius (Fig. 27) previram a
existéncia um segmento transmembranar, entre os residuos 424 a 443 e 425 a 446,
respetivamente.
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Fig. 26 — Grafico do score quanto a existéncia de segmentos transmembranares ao longo da
sequéncia obtido com a ferramenta Tmpred. As zonas do grafico que estdao com score acima
de 0 correspondem a regiGes transmembranares previstas. i, inside (interior); o, outside
(exterior).
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Fig. 27 — Grafico da probabilidade de um residuo pertencer a um segmento transmembranar
ao longo da sequéncia obtido com a ferramenta Phobius. Verde — Regido citoplasmatica; Azul —
Regido ndo citoplasmatica; Vermelho — Péptido sinal; Cinzento — Regido transmembranar

Como resultado da pesquisa de segmentos transmembranares, observa-se nao
sé a existéncia de um segmento membranar em regides da sequéncia concordantes
segundo ambas as ferramentas, mas também a orientacdo prevista deste segmento.
Tanto o TMpred como o Phobius preveem que o N-terminal se encontre numa regido
nao citoplasmatica e o C-terminal no citoplasma, sendo que a maioria da sequéncia se
encontra fora do citoplasma. Dada esta previsdao, pode colocar-se a hipdtese de o
LINOS se encontrar, maioritariamente, num organelo celular, ou no exterior da
membrana celular. A hipdtese de que a maior parte da estrutura se encontra fora do
citosol poderia constituir uma das explicacbes para a insolubilidade da proteina
guando expressa em bactéria. No resultado obtido com a ferramenta Phobius pode
ainda observar-se que ndo foi prevista a existéncia de péptidos sinal (a probabilidade
de um residuo pertencer a um péptido sinal — a vermelho — é nula ao longo de toda a
sequéncia).

Na pesquisa de péptidos sinal recorreu-se ainda a ferramenta SignallP 4.1 que, a
semelhanca do Phobius, previu que a sequéncia do enzima LINOS ndo contém péptidos
sinal (ver anexo).
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Uma andlise de sequéncia do LINOS revelou a possivel localizagdo dos dois
residuos de cisteina ligados ao zinco, caracteristicos dos NOS e essenciais a dimerizacao
da proteina. Atribuiu-se este papel as cisteinas 12 e 17 (resultados ndo publicados) por
homologia com o motivo Cys-xxxx-Cys descrito para as zinc-ligating cysteines
(Alderton, W. K. et al. 2001). No que diz respeito aos residuos de cisteina em LiNOS, a
ferramenta DIANNA 1.1 calculou a probabilidade de cada residuo de cisteina ligar-se a
outra cisteina formando uma cistina, estar livre, ou se encontrar ligado a um ligando.
Nos casos em que se previu que era mais provavel o residuo estar ligado a um ligando,
este foi indicado. Os valores de probabilidade calculados e os ligandos estdo
descriminados no quadro 4.

Quadro 4 — Resultados obtidos com a ferramenta DIANNA 1.1 quanto a probabilidade cada
residuo de cisteina estar ligado a outro residuo de cisteina (constituindo uma meia cistina), de
estar livre, ou ligado a um ligando. Os valores de probabilidade maiores para cada residuo
encontram-se destacados a negrito.

Res.l'dulo de Meia cistina Cisteina livre ng?da aum Ligando
Cisteina ligando
12 0,071104 0,385664 0,543232 Zn
13 0,049943 0,382790 0,567267 Zn
17 0,076669 0,862237 0,061094 -
20 0,097116 0,828391 0,074493 -
45 0,081998 0,893451 0,024551 -
101 0,150657 0,512472 0,336872 -
153 0,101283 0,619200 0,279517 -
164 0,335978 0,492212 0,171810 -
246 0,574348 0,340296 0,085356 -
267 0,148041 0,768850 0,083109 -
318 0,282701 0,478177 0,239121 -
323 0,231053 0,575509 0,193437 -
371 0,108523 0,798892 0,092585 -
372 0,154009 0,750226 0,095764 -
409 0,455839 0,379289 0,164872 -
413 0,316460 0,411791 0,271749 -
422 0,477661 0,184829 0,337510 -
430 0,466136 0,298922 0,234942 -
460 0,221990 0,638269 0,139741 -
531 0,153584 0,725724 0,120692 -
546 0,134286 0,579172 0,286541 -

Nos resultados obtidos através do DIANNA, observa-se que os residuos 12 e 13
tém, provavelmente, como ligando o ido zinco (Quadro 4).
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Os complexos cisteina-Zn>* tém um papel critico na estrutura a na catélise (em
oxidorredutases — como o NOS, hidrolases e transferases). Estes complexos podem
ainda ter um papel regulatério, como na inibicao, redox switch, ou no estabelecimento
da interface entre subunidades (Pace, N. J. & Weerapana, E. 2014). Como ja foi
referido, também as trés isoformas de NOS humano tém zinco ligado a cisteinas
especificas. Sabe-se que, no NOS humano, o complexo cisteina-Zn** assume a fungio
de regular o estado de oxidacdo (redox switch). Neste sentido, o zinco assume o papel
de regular o estado de oxidacdo no processo do transporte eletronico. Para além disso,
a formagdo do complexo cisteina-Zn** permite a formagdo do dimero ao criar uma
interface de intera¢do entre os mondmeros (Pace, N. J. & Weerapana, E. 2014). Desta
forma, pode levantar-se a hipdtese de o zinco assumir este papel no enzima LiNOS.

Os resultados obtidos indicam ainda que os residuos de cisteina 246, 409, 422 e
430 sdo, mais provavelmente, parte de uma cistina (Quadro 4). As ligacGes
perssulfureto presentes nas cistinas tem como funcdo a estabilizacdo da estrutura
tercidria da proteina. Sabe-se que este tipo de ligacGes existe também nas isoformas
humanas do NOS.

Anteriormente previu-se a nitrosilacdo do LINOS no residuo C546 (motivo
[KRHDE]C[DE]) (Fabio), tendo a modificacdo pds-traducional foi confirmada por
Western Blot. Na previsao realizada com a ferramenta DIANNA 1.1, é mais provavel que
este residuo de cisteina se encontre livre. Contudo, ndo é rejeitada a sugestao de que o
residuo liga o NO, uma vez que esta modificacdo é muito Iabil e é, também reguladora
do enzima (o NO desestabiliza a sua estrutura (Sabino, F. M. R. 2012)), o que faz com
gue o residuo se possa encontrar livre.

Apds a analise dos varios aspetos mencionados da sequéncia do LiNOS, foi feita
a previsdao da sua desordem no estado nativo, utilizando trés ferramentas
bioinformaticas, o PONDR, o DisEMBL e o RONN.
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Fig. 28 — Previsdo das regides desordenadas de acordo com a ferramenta PONDR. As
designagdes VSL2 (linha roxa), VL-XT (linha vermelha) e VL3 (linha azul) referem-se aos
algoritmos utilizados. As regides desordenadas previstas por cada algoritmo encontram-se
destacadas pela linha de maior largura.

Nos resultados obtidos através da ferramenta PONDR observa-se que a regido
de maior desordem da proteina se encontra essencialmente, entre o residuo 200 e
270, prevista pelos 3 algoritmos utilizados (Fig. 28).

O algoritmo VSL2 (Fig. 28, linha roxa) prevé a existéncia de duas regides
desordenadas, uma entre os residuos 205 e 266 e outra entre os residuos 324 e 369. O
calculo realizado por este algoritmo é feito com base na frequéncia dos residuos de
aminoacidos, na complexidade da sequéncia, na razdo carga/hidrofobicidade e na
flexibilidade (Garner E. et al. 1998).

O algoritmo VL-XT (Fig. 28, a vermelho) tem como dados de input o valor
atribuido a hidropatia e o seu papel consiste em prever a existéncia de regifes
desordenadas longas, tendo detetado com regido desordenada o segmento entre os
residuos 222 e 264. Junto a regido desordenada prevista por este algoritmo, é possivel
observar que o score atribuido, nos residuos tanto a montante como a jusante, é muito
préximo de zero. Este resultado sugere que, junto a regido de desornem destacada,
encontra-se um possivel local de ligacdo (Li X. et al. 1998, Li X. et al. 2000).

O algoritmo VL3 tem como dados de input para o cdlculo do score a carga
global dos residuos (Romero P. et al. 2001). Através deste algoritmo, foi prevista a
existéncia de um dominio desordenado numa regido da proteina concordante com os
restantes algoritmos, entre os residuos 214 e 269. Assim, pode sugerir-se que, no
LiNOS existem dois dominios globulares e um dominio desordenado (Fig. 28 linha azul).
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Fig. 29 — Gréfico da previsdo da probabilidade de desordem ao longo da sequéncia usando a
ferramenta DisEMBL, através de trés algoritmos: loops or coil (azul), remark — 465 (verde) e hot
— loops (vermelho). As linhas a tracejado indicam o threshold para cada algoritmo. O retangulo
destaca a regido onde, para além das regides N- e C-terminal, existe concordancia entre os trés
algoritmos e a ultrapassagem do threshold é mais acentuada, conferindo a previsdo uma maior
confianca.

No grafico obtido através da ferramenta DisEMBL (Fig. 29) é possivel observar
gue a regido destacada pelo retangulo concorda com os resultados obtidos através das
restantes ferramentas. Nesta regido todos os algoritmos utilizados para a previsao
ultrapassam o threshold. Para além da regido destacada, observa-se que os primeiros
residuos das regidoes N- e C-terminal ndo assumem, provavelmente, uma estrutura
ordenada, dado que o valor de probabilidade ultrapassa o threshold para todos os
algoritmos.
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No grafico da figura 30 observa-se que, apesar de haver varias regides da
sequéncia do LINOS que apresentam valores de probabilidade de desordem que
indicam que o mais provavel é a regido ser desordenada (acima de 50%), apenas um
segmento esta associado a valores de probabilidade acima do limite para ser
considerado desordenado pelo algoritmo da ferramenta RONN (acima de 65%), entre
os residuos 219 e 281 (ver anexo). Os resultados obtidos com esta ferramenta e com
as anteriormente referidas estao em concordancia.

Apods ter sido detetado como regido desordenada o segmento entre os residuos
210 e 270 com maior concordancia entre os diferentes algoritmos utilizados, colocou-
se a hipdtese de existir um dominio desordenado e dois mais ordenados: o primeiro
até, aproximadamente, o residuo 210, e o outro a apds o residuo 270. Assim, foi usado
um método de carga-hidropatia para cada dominio putativo, com o objetivo de
classifica-los provisoriamente como estruturados ou ndo-estruturados.

00

02 03 02 03 02 03

Médiada hidropatia

Fig. 31 — Grafico da média da carga absoluta em funcdo da média da hidropatia. Estrelas
vermelhas — Proteinas desordenadas; Quadrados azuis — Proteinas ordenadas; Losango verde —
dominio putativo de L/INOS (A: primeiro dominio teoricamente ordenado; B: dominio
teoricamente desordenado; C: segundo dominio teoricamente ordenado).

Nos graficos da média da carga absoluta em funcdo da média da hidropatia, de
um modo geral, os valores correspondentes a proteinas desordenadas encontram-se a
esquerda da curva (menores valores de hidropatia) e os valores correspondentes a
proteinas ordenadas a direita da curva (maiores valores de hidropatia). Na figura 31-A
é possivel observar que o primeiro dominio ordenado putativo se encontra numa
regido do grafico correspondente a proteinas ordenadas (do lado direito da curva),
observando-se o mesmo para o segundo dominio ordenado putativo (Fig. 31-C).
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No caso do dominio desordenado putativo, observa-se que este se encontra do
lado direito da curva. No entanto, a sua carga média e hidropatia média encontram-se
numa regido de valores que sdo correspondentes a proteinas desordenadas (Fig. 31-B).
Perante esta observacdo e tendo em conta a concordancia que existe entre os
diferentes algoritmos quanto ao célculo da probabilidade de desordem desta regido da
proteina, ndo é rejeitada a teoria de que é desordenada.

Para além de terem sido realizadas previsdes do estado de desordem da
proteina a partir da sua sequéncia, foi também estudada a presenca de clusters
hidréfobos através da execu¢do de um grafico HCA (do inglés Hydrophobic Cluster
Analysis) (Fig. 32). Através desta previsao, é possivel localizar regides que se destacam
claramente por serem altamente hidréfobas ou desprovidas de clusters hidrofobos
(Callebaut, I. et al. 1997). Apds a obtencdo do grafico, este foi confrontado com toda a
informacdo obtida através da andlise da sequéncia do LiNOS, permitindo uma visao
integrada dos resultados obtidos.
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Assim, o grafico HCA, em associagdo com a restante informacgdo prevista a
partir da sequéncia do LINOS, permite partir de uma arquitetura tedrica da proteina, o
que facilita o estudo futuro das suas estruturas terciaria e quaternaria.

A partir da estrutura do LINOS, é possivel prever que esta proteina apresenta
algumas regides desordenadas (Fig. 32), com maior concordancia entre os algoritmos
utilizados para a regidao entre os residuos 210 e 270. Foi ainda possivel localizar
provaveis locais de ligagdo e um segmento transmembranar e prever que os residuos
C12 e C13 tém como ligando o zinco.

4.8 - Previsao da estrutura da proteina

Com o objetivo de uma maior aproximacdo a compreensao da arquitetura do
LINOS, para além da analise de sequéncia , foi feita a previsdo da sua estrutura por
homologia (Fig. 34). Com o auxilio da ferramenta HHpred, foi selecionada uma
proteina para ser usada como template, o enzima NADPH-citocromo P450 redutase.
Como foi referido na seccdo referente a organizacdo da proteina em dominios, foi
observado que, teoricamente, o LINOS tem um dominio em comum com esta a
proteina escolhida como template, o que incrementa a validade da escolha. Apesar de
esta proteina ser uma das que apresentou maior score na lista dos templates
detetados, a sua identidade é de apenas 20%. A regido da proteina que foi utilizada
como template foi entre os residuos 109 e 618.

Ao proceder ao refinamento da previsdao de modo a obter a estrutura final

teoricamente oOtima, constatou-se que existe uma regido da estrutura de elevada
variabilidade, correspondente a um /oop, entre os residuos 320 e 365 (Fig. 33).
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Fig. 33 — Estrutura do LiNOS prevista por homologia (laranja) comparada com as restantes
estruturas utilizadas para o seu refinamento (em diferentes tons de azul). O retangulo destaca
as regides das estruturas usadas no refinamento com maior variabilidade e distancia em
relacdo a estrutura teoricamente étima. O retdngulo a tracejado destaca o loop observado
entre os residuos 320 e 365. A imagem da estrutura foi produzida com o programa UCSF
Chimera.

O facto de a previsao da estrutura da regido entre os residuos 320 e 365 estar
associada a uma variabilidade elevada para regides correspondentes das estruturas
usadas para o refinamento (Fig. 33) é indicativo de que a previsdo da estrutura para
esta regido ndo esta associada a um menor grau de confianca do que para as restantes
regides da estrutura prevista. A semelhanca do segmento da sequéncia da proteina
para o qual ndo foi possivel prever a existéncia de quaisquer elementos de estrutura
secundaria (residuos 1 a 94), o facto se se observar uma grande variabilidade nas
possiveis orientacOes espaciais dos residuos no segmento 320-365 pode dever-se a
ndo adequacdo total do template a sequéncia do LiNOS.
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Fig. 34 — Estrutura do LiNOS prevista por homologia, com destaque para a regido cuja estrutura
foi possivel determinar (95-584). A imagem da estrutura foi produzida com o programa UCSF
Chimera.

Foi possivel realizar a previsdo da estrutura para uma parte da sequéncia,
entre os residuos 95 e 584 (Fig. 34), enquanto que para a regido da sequéncia entre os
residuos 1 e 94 nao foi possivel obter uma previsdao para a estrutura. No seguimento
desta observagao, foram selecionadas outras proteinas para utilizar como template,
tendo-se observado regides sem elementos de estrutura secundaria mais extensas
(dados ndo apresentados).

No que diz respeito a regido da sequéncia para a qual foi prevista uma
estrutura, observa-se que existem varios coiled coils (Fig. 34, a cinzento), ao contrario
do que foi previsto na andlise da sequéncia. Nesta previsdo, pode observar-se que é
frequente a existéncia de loops na estrutura e, quanto maior é a extensdo do loop,
maior poderd ser a sua variabilidade quanto a organizacdo espacial se ndo houver
outros constrangimentos conformacionais.
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A observagao da existéncia de coiled coils através da previsao da estrutura por
homologia estd associada a uma maior confianca do que por analise da sequéncia de
novo, uma vez que uma analise de novo apenas se baseia em dados fisicos. Assim, uma
previsdao por homologia aproxima-se mais da realidade, dado que tem em conta a
estrutura conhecida de proteinas com homologia de sequéncia com a proteina em
estudo, baseando-se em dados evolutivos. Desta forma, neste tipo de previsdo, estd
sempre presente o facto de que, na estrutura de uma proteina, existe um
compromisso entre a estabilidade e a funcdo, ndo correspondendo apenas a
conformacdo de menor energia, ao contrario do que é previsto através de métodos de
novo. Apesar do template utilizado ndao permitir a previsdao da estrutura para toda a
sequéncia, pode sugerir que o LINOS contém na sua estrutura mais coiled coils/regides
de baixa complexidade do que a andlise de novo da sua sequéncia indica.

Como ja foi referido anteriormente, através da analise da sequéncia de LiNOS, a
regidao entre os residuos 210 e 270 foi prevista como desordenada. A previsdo da
estrutura por homologia revela ser em parte concordante, uma vez que é possivel
observar que esta regiao se encontra maioritariamente desordenada (Fig. 35).

Fig. 35 — Estrutura do LiNOS prevista por homologia, com destaque para a regidao prevista
como desordenada através da analise da sequéncia, a verde. A imagem da estrutura foi
produzida com o programa UCSF Chimera.
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Apds obtida a estrutura por homologia, foram também analisados dos residuos
de cisteina que se previu participarem, mais provavelmente, numa ligacdo
persulfureto: C246, C409, C422 e C530. Nesta andlise, concluiu-se que os residuos se
encontravam em posicBes distantes (C409-C422: 18,648 A; C530-C422: 20,497 A;
C530-C409: 16,409 A; C246-C409: 44,792 A; C246-C422: 56,944A; C246-C530: 38,358
R). Desta forma, n3o é possivel concluir, através da analise da estrutura obtida por
homologia, que estes residuos formem ligacGes persulfureto intramoleculares. Uma
das possiveis explicacdes é que estes residuos podem, estar envolvidos em ligacdes
persulfureto entre os mondmeros, contribuindo assim para a oligomerizacdo da
proteina.

A estrutura do LiNOS para a regido entre os residuos 95 e 584 prevista por
modelacdo poderd ser um ponto de partida para a compreensdo da estrutura
oligomérica desta proteina. No entanto, é essencial que sejam recolhidos tantos dados
experimentais quantos possivel.
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5 — Conclusoes e Perspetivas

A leishmaniose visceral € uma doenca ainda sem uma solucdo vidvel, dadas as
limitacGes das terapéuticas aplicadas atualmente (Goto, H. & Lindoso, J. A. 2010).
Assim, para além de ser essencial a sua prevencao, principalmente através do controlo
do vetor e do principal hospedeiro (Chappuis, F. et al. 2007), é de grande importancia a
pesquisa de novos alvos terapéuticos, de modo a viabilizar o combate a leishmaniose
visceral. Nesta pesquisa, deve-se tirar partido das diferengas bioquimicas entre o
parasita e o hospedeiro humano. Neste contexto, o enzima NOS de Leishmania
infantum surge como um potencial alvo terapéutico. Ao produzir NO, um importante
mensageiro celular, tem um profundo impacto na regulacdo bioquimica (Jing, Q. et al.
2014, Tejero, J. & Stuehr, D. 2013, Genestra, M. et al. 2006, Genestra, M. et al. b)
2003) e, uma vez que ndo possui homologia de sequéncia com o NOS humano (Silva, F.
S., 2010), apresentara diferencas a nivel molecular que poderdo ser exploradas para
regular selectivamente a sua actividade. Genestra, M. e colaboradores (Genestra, M.
et al. a) 2003) observaram que, quando os parasitas L. amazonensis, L. braziliensis e L.

chagasi cresciam num meio com L-NAME, um inibidor do NOS, a percentagem de
macrofagos de murganho infetados decrescia de 93% para 6%. Estes resultados sdo
indicativos da importancia da formacdo de NO pelo parasita para o estabelecimento da
infecdo e fundamentam a hipdtese de que este processo também é importante para o
estabelecimento da infe¢do por L. infantum.

Atualmente sabe-se que, em L. infantum, o NO reage com proteinas através de
um processo denominado nitrosilacdo, possivelmente regulando a sua actividade
(Nunes, J. P. C. 2013). De entre as proteinas nitrosiladas, destacam-se proteinas
responsaveis por processos de folding, resposta ao stress e metabolismo dos glucidos
(Nunes, J. P. C. 2013).

Sendo o NO essencial para o parasita, € fundamentado que o NOS de
Leishmania infantum tem um elevado potencial como alvo terapéutico na
leishmaniose visceral.

No presente trabalho, foi feita a caracterizacdo estrutural e funcional do LiNOS.
Anteriormente, ja era conhecido que a proteina recombinante formava um tetramero
in vitro mediante determinadas condi¢Ges (Sabino, F. M. R. 2012). Neste trabalho foi
comprovado que o LiNOS expresso de forma nativa constitui um homotetramero. Ao
estudar o efeito do principal cofator (BH;) e do heme na estabilidade da estrutura
guaterndria da proteina concluiu-se que ambos sdo essenciais para a estabilidade do
LINOS. No que diz respeito ao grupo heme, é de salientar a sua importancia para que
ocorra o folding correto da proteina. Na sua auséncia, ocorre a formacdo de
agregados. Com base na informacdo obtida, foi possivel sugerir o modelo presente na
figura 36 para a formacdo da estrutura quaternaria do LiNOS.
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Fig. 36 — Modelo da formacdo da estrutura quaternaria de LiNOS. Na auséncia de BH, e heme a
estrutura da proteina ndo é estavel, observando-se a formac¢ao de agregados. O BH, promove
a estabilidade da estrutura de LiINOS, mas ndo de forma totalmente eficiente sendo que, para
que a proteina tenha uma estrutura quaternaria estavel, é necessaria a presenga de heme.

Para além dos estudos experimentais realizados, foi também estudada
teoricamente a organizacdo estrutural e funcional do LINOS. Os resultados obtidos
assumem uma grande importancia, na medida em que permitem direccionar futuros
estudos experimentais.

No que diz respeito a organizagao da proteina em dominios, conclui-se que esta
possui um dominio caracteristico dos enzimas da classe dos oxidorredutases na regiao
N-terminal. Desta organiza¢cdo constam ainda dominios caracteristicos da ligacdo da
proteina a NAD/FAD(P). Esta previsdo é concordante com o facto de a proteina em
estudo ter uma atividade de sintase do Oxido nitrico, sendo estes dominios
encontrados no NOS de outras espécies (Hyde, G. E. et al. 1991, Bredt, D. A. et al.
1991).
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Na analise da sequéncia do L/INOS foi também previsto que a proteina possui
um segmento transmembranar entre os residuos 424 e 446, sendo que o segmento a
jusante se encontra fora do citosol e o segmento a montante no citosol. No
seguimento deste resultado torna-se importante que seja  estudada
experimentalmente a localizagdo celular do LINOS. Uma vez que se prevé que a regido
da proteina desde o N-terminal até ao residuo 223 se encontra fora do citosol, pode-se
colocar a hipdtese que a peoteina poderd estar orientada para o interior de um
organelo celular ou para o exterior da célula.

No estudo do papel dos residuos de cisteina na proteina foi previsto que os
residuos C12 e C13 tém como ligando o ido Zn**. S3o, portanto, as zinc-ligating
cycteines caracteristicas dos NOS conhecidos. Consequentemente, é necessario
estudar a sua influéncia tanto na atividade do enzima como na estabilidade da sua
estrutura. No caso do NOS humano, é conhecido que o complexo cisteina-Zn** tem
como papel a regulacdo do estado de oxidacdo no processo do transporte eletrdnico.
Este complexo é também importante na formacdo do dimero, dado que leva a
formacdo de uma interface de interacdo entre os mondmeros (Pace, N. J. &
Weerapana, E. 2014). Assim, pode-se levantar a hipdtese de o zinco assumir o mesmo
tipo de papel no LiNOS.

No ambito da andlise tedrica da sequéncia do LiNOS, é ainda de salientar a
previsdo de que a regido da proteina entre os residuos 210 e 270 se encontra
desordenada, existindo consisténcia na previsdao realizada com recurso a diferentes
algoritmos. Através do algoritmo VL-XT (utilizado com a ferramenta PONDR) foi
possivel prever que, nas regifes imediatamente a montante e a jusante da regido
desordenada se encontram possiveis locais de ligagdo, sendo a ligagao potencialmente
estabelecida com a caveolina (dados ndo publicados).

Para além das analises referidas, foi ainda feita uma previsdao da estrutura do
mondmero de LINOS por homologia. Através desta previsdo obteve-se um modelo da
estrutura da proteina compreendido entre os residuos 95 e 584. Futuramente, sera
importante a aquisicdo de dados experimentais de caracter estrutural (cristalografia ou
cryo-EM).

Nesta abordagem experimental, dever-se-d4 procurar saber: a) quais sdo os
residuos que estdo a superficie e no core da proteina; b) como é que os monémeros
interagem entre si e com os diferentes ligandos; c) a localizacdo e arquitetura do centro
ativo do enzima. Neste ambito, surgiu uma nova abordagem promissora, o Protein
Molecular Painting (Luchini, A. et al. 2014). Esta consiste em expor a proteina
purificada a uma solucdo contendo moléculas que se ligam ndo covalentemente aos
grupos amida (como por exemplo o Remazol Brilliant Blue) que se encontram a
superficie da proteina. Como consequéncia desta ligacdo, ao proceder-se a hidrélise da
proteina para analisar os péptidos por espetrometria de massa, o tripsina ndo vai
catalisar a hidrdlise da ligacdo peptidica nos locais que estao expostos ao solvente.
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Ao comparar os péptidos tedricos com os péptidos obtidos experimentalmente,
espera-se observar que alguns dos péptidos tedricos ndo sdo identificados no espetro,
identificando-se outros correspondentes a um valor de m/z superior. Estes péptidos
encontram-se expostos ao solvente quando a proteina estd na sua forma nativa,
estando os restantes no core ou em regides de contacto entre subunidades ou com
ligandos. Neste momento, estdo a ser realizados estudos preliminares de Molecular
Painting com a hemoglobina bovina, dado que, a semelhanga do L/NOS, é uma
proteina multimérica e a sua estrutura é conhecida. Estes estudos tém como objetivo
de otimizar esta metodologia para posteriormente ser aplicada ao LiNOS.

No que diz respeito a elucidacdo da arquitetura nativa do LiINOS, serd também
importante estudar a sua composicdo em modificagdes pds-traducionais. De modo a
realizar os estudos estruturais necessarios, é essencial uma otimizacdo do processo
desde a expressdao até a purificacdo da proteina nativa, uma vez que 0s ensaios
experimentais a realizar requerem quantidades de proteina superiores aquelas que
foram obtidas. Uma das possiveis abordagens implica aumentar o volume da cultura de
L. infantum a partir da qual se purifica a proteina. Para além disso, poder-se-a ainda
utilizar-se outro sistema de expressao, com o objetivo de que o folding ocorra de forma
nativa com e com as eventuais modificacdes pds-traducionais, de forma mais rentavel
quanto a quantidade de proteina expressa.

O trabalho aqui apresentado permitiu fazer uma maior aproximacao a estrutura
do enzima LiNOS e, por outro lado, gerar informacao crucial para dirigir os préximos
passos experimentais no sentido da sua elucidacdo total. A longo prazo, apds
estabelecidos a estrutura tridimensional e todos os aspetos relacionados com a funcao
do LiNOS, este enzima podera ser identificado como alvo terapéutico da leishmaniose
visceral.
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7 — Anexos

Anexo 1: Sequéncia da proteina LiNO3

10
MRRPREPAPG
60
EEEVVNYIGS
110
CSTSLESPTD
160
RLCKALRLDP
210
SSSYLLHQSF
260
TGPQLLRSLS
310
SLANWIPATL
360
AQDASRDHSD
410
FARQLQAGCT
460
TAAGSAPFPC
510
KKOGRYVTDL
560
EPDDDDSVQE

20
ECCGSGCTRC
70
VVVKYIDPPA
120
PGISVVNLET
170
YAWCELHRSP
220
FESLFRIYSD
270
KSSTPLCYPS
320
PPSPLQLCMR
370
FFFGHTSHPL
420
ALCNPAQAKS
470
WVEYGARTKA
520
VKRNRLMVTG
570
ORLLMLEDRG

30
VWDIYYDEVA
80
LPTTGSPGEW
130
SAKGRTMLPG
180
FVPEDNEPPW
230
SKPSSASSTS
280
LVDVLEVESFEF
330
EVCARRSANL
380
CCAARSMTRS
430
LCSQLFLIGC
480
ELLYDETLQE
530
SLONEGQLEV
580
RLNEDIWSTG

40
RFEELTIAGGG
90
ERAEMKARGF
140
DVVEVLVTNS
190
LPLOKPLTLG
240
TTPSPDPEKV
290
VOIPLDRLLE
340
PAATAVGADA
390
AAAAGQRGMY
440
GTGIAPLIAA
490
ALRTGAIAKY
540
CGPAKALLSV

NIFE

50
IEEDCTQSSE
100
FPIDRIELVS
150
RGTQDADDVE
200
QLLSAYVDIS
250
RLLEACASSE
300
VSGPLQTRRY
350
QRVADMLNRA
400
VSESLEGNSL
450
VTQLMLRRAS
500
EYALSREEDN
550
ROLVKCDLLA

Anexo 2: Resultado obtido para a previsao da existéncia de Coiled coils

Quadro A.1 — Score e valor de probabilidade atribuido a cada residuo de aminoacido de LiNOS
pela ferramenta PairCoil2 quanto a existéncia de coiled coils. A designagdo Register
corresponde a identificagdo do coiled coil ao qual o residuo pertenceria

Position | Residue | Register | Probability | ( Score )
1 M 0,00 (-36,74)
2 R e 0,00 (-36,19)
3 R f 0,00 (-36,19)
4 P g 0,00 (-36,19)
5 R e 0,00 (-33,74)
6 E f 0,00 (-33,74)
7 P g 0,00 (-33,74)
8 A a 0,00 (-26,76)
9 P b 0,00 (-26,76)
10 G c 0,00 (-20,30)
11 E d 0,00 (-20,30)
12 C e 0,00 (-20,30)
13 C f 0,00 (-18,48)

(o]
N



14 G g 0,00 |(-17,65)
15 S a 0,00 |(-14,97)
16 G b 0,00 |(-14,97)
17 C c 0,00 |(-14,34)
18 T d 0,00 |(-11,60)
19 R e 0,00 |(-10,73)
20 C f 0,00 |(-10,73)
21 Vv g 0,00 |(-10,73)
22 W a 0,00 | ( -9,38)
23 D b 0,00 | ( -5,00)
24 | c 0,00 | ( -5,00)
25 Y d 0,00 | ( -5,00)
26 Y e 0,00 | ( -5,00)
27 D f 0,00 | ( -3,88)
28 E g 0,00 | ( -3,88)
29 Vv a 0,00 | ( -3,88)
30 A b 0,00 | ( -3,88)
31 R c 0,00 | ( -3,88)
32 F d 0,00 | ( -3,88)
33 E e 0,00 | ( -3,88)
34 E f 0,00 | ( -3,88)
35 L g 0,00 | ( -3,88)
36 | a 0,00 | ( -3,88)
37 A b 0,00 | ( -3,88)
38 G c 0,00 | ( -3,88)
39 G d 0,00 | ( -3,88)
40 G e 0,00 | ( -3,88)
41 | f 0,00 | ( -3,88)
42 E g 0,00 | ( -3,88)
43 E a 0,00 | ( -3,88)
44 D b 0,00 | ( -3,88)
45 C c 0,00 | ( -3,88)
46 T d 0,00 | ( -3,88)
47 Q e 0,00 | ( -3,88)
48 S f 0,00 | ( -3,88)
49 S g 0,00 | ( -3,88)
50 E a 0,00 | ( -3,88)
51 E b 0,00 | ( -3,88)
52 E c 0,00 | ( -3,88)
53 E d 0,00 | ( -3,88)
54 Vv e 0,00 | ( -3,88)
55 Vv f 0,00 | ( -3,88)
56 N g 0,00 | ( -3,88)

(o]
(S,




57 Y a 0,00 | (-511)
58 | b 0,00 | (-8,52)
59 G e 0,00 | ( -8,60)
60 S f 0,00 | ( -8,60)
61 Vv g 0,00 | ( -8,60)
62 Vv a 0,00 | ( -8,60)
63 Vv b 0,00 | ( -8,60)
64 K c 0,00 | ( -8,60)
65 Y d 0,00 | ( -8,60)
66 | e 0,00 | ( -8,60)
67 D f 0,00 | ( -8,60)
68 P c 0,00 |(-14,99)
69 P a 0,00 |(-20,77)
70 A b 0,00 |(-20,77)
71 L c 0,00 |(-22,36)
72 P d 0,00 |(-30,09)
73 T d 0,00 |(-28,84)
74 T e 0,00 |(-28,40)
75 G f 0,00 |(-28,40)
76 S g 0,00 |(-26,83)
77 P a 0,00 |(-26,83)
78 G b 0,00 |(-19,79)
79 E c 0,00 |(-19,79)
80 W d 0,00 |(-19,79)
81 E e 0,00 |(-19,79)
82 R f 0,00 |(-19,79)
83 A g 0,00 |(-19,79)
84 E a 0,00 |(-19,79)
85 M b 0,00 |(-19,79)
86 K c 0,00 |(-19,79)
87 A d 0,00 |(-19,79)
88 R e 0,00 |(-19,79)
89 G f 0,00 |(-19,79)
90 F g 0,00 |(-19,79)
91 F a 0,00 |(-19,79)
92 P b 0,00 |(-19,79)
93 | c 0,00 |(-19,79)
94 D d 0,00 |(-19,79)
95 R e 0,00 |(-19,79)
96 | f 0,00 |(-19,79)
97 E g 0,00 |(-19,79)
98 L a 0,00 |(-19,79)
99 Vv b 0,00 |(-19,79)

(0]
()]




100 S c 0,00 |(-19,79)
101 C d 0,00 |(-19,79)
102 S e 0,00 |(-19,79)
103 T f 0,00 |(-19,79)
104 S g 0,00 |(-19,79)
105 L a 0,00 |(-19,79)
106 F b 0,00 |(-19,79)
107 S c 0,00 |(-19,79)
108 P d 0,00 |(-23,66)
109 T e 0,00 |(-23,66)
110 D f 0,00 |(-23,66)
111 P g 0,00 |(-23,66)
112 G e 0,00 |(-17,01)
113 | f 0,00 |(-17,01)
114 S c 0,00 |(-15,71)
115 Vv d 0,00 |(-14,17)
116 Vv e 0,00 |(-13,56)
117 N f 0,00 |(-12,30)
118 L g 0,00 |(-12,30)
119 F a 0,00 |(-12,30)
120 T c 0,00 |(-12,07)
121 S d 0,00 |(-10,49)
122 A e 0,00 | ( -9,48)
123 K f 0,00 | ( -9,48)
124 G g 0,00 | ( -9,48)
125 R a 0,00 | (-8,77)
126 T b 0,00 | ( -8,68)
127 M c 0,00 | ( -6,81)
128 L d 0,00 | ( -5,73)
129 P e 0,00 | ( -5,73)
130 G f 0,00 | (-0,13)
131 D g 0,00 | (-0,13)
132 Vv a 0,00 | (-0,13)
133 Vv b 0,00 | (-0,13)
134 E c 0,00 | (-0,13)
135 Vv d 0,00 | (-0,13)
136 L e 0,00 | (-0,13)
137 Vv f 0,00 | (-0,13)
138 T g 0,00 | (-0,13)
139 N a 0,00 | (-0,13)
140 S b 0,00 | (-0,13)
141 R c 0,00 | (-0,13)
142 G d 0,00 | (-0,13)

(o]
~N




143 T e 0,00 | (-0,13)
144 Q f 0,00 | (-0,13)
145 D g 0,00 | (-0,13)
146 A a 0,00 | (-0,13)
147 D b 0,00 | (-0,13)
148 D c 0,00 | (-0,13)
149 Vv d 0,00 | (-0,13)
150 E e 0,00 | (-0,13)
151 R f 0,00 | (-0,13)
152 L g 0,00 | (-0,13)
153 C a 0,00 | (-0,13)
154 K b 0,00 | (-0,13)
155 A c 0,00 | (-0,13)
156 L d 0,00 | (-0,13)
157 R e 0,00 | (-0,13)
158 L f 0,00 | (-0,13)
159 D g 0,00 | (-0,13)
160 P a 0,00 | ( -7,59)
161 Y b 0,00 | (-9,92)
162 A c 0,00 |(-10,94)
163 W d 0,00 |(-11,26)
164 C e 0,00 |(-13,92)
165 E f 0,00 |(-13,92)
166 L g 0,00 |(-13,92)
167 H a 0,00 |(-14,12)
168 R b 0,00 |(-14,12)
169 S c 0,00 |(-14,12)
170 P d 0,00 |(-22,60)
171 F e 0,00 |(-24,07)
172 Vv f 0,00 |(-24,07)
173 P g 0,00 |(-32,09)
174 E a 0,00 |(-32,98)
175 D b 0,00 |(-32,98)
176 N c 0,00 |(-32,98)
177 F d 0,00 |(-34,34)
178 P c 0,00 |(-41,12)
179 P e 0,00 |(-33,43)
180 W f 0,00 |(-25,98)
181 L g 0,00 |(-24,82)
182 P a 0,00 |(-24,82)
183 L a 0,00 |(-16,87)
184 Q b 0,00 |(-16,87)
185 K c 0,00 |(-16,87)
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186 P d 0,00 |(-16,87)
187 L f 0,00 |(-10,78)
188 T g 0,00 | ( -8,99)
189 L a 0,00 | ( -8,99)
190 G b 0,00 | ( -8,99)
191 Q c 0,00 | ( -8,99)
192 L d 0,00 | ( -8,99)
193 L e 0,00 | ( -8,99)
194 S f 0,00 | ( -8,99)
195 A g 0,00 | ( -8,99)
196 Y a 0,00 | ( -8,99)
197 Vv b 0,00 | ( -8,99)
198 D c 0,00 | ( -8,99)
199 | d 0,00 | ( -8,99)
200 S e 0,00 | ( -8,99)
201 S f 0,00 | ( -8,99)
202 S g 0,00 | ( -8,99)
203 S a 0,00 | ( -8,99)
204 Y b 0,00 | ( -8,99)
205 L c 0,00 | ( -8,99)
206 L d 0,00 | ( -8,99)
207 H e 0,00 | ( -8,99)
208 Q f 0,00 | ( -8,99)
209 S g 0,00 | ( -8,99)
210 F a 0,00 | ( -8,99)
211 F b 0,00 | ( -8,99)
212 E c 0,00 | ( -8,99)
213 S d 0,00 | ( -8,99)
214 L e 0,00 | ( -8,99)
215 F f 0,00 | ( -8,99)
216 R g 0,00 | ( -8,99)
217 | a 0,00 | ( -8,99)
218 Y a 0,00 | (-9,07)
219 S b 0,00 | (-9,07)
220 D c 0,00 | (-9,07)
221 S d 0,00 | (-9,07)
222 K e 0,00 | (-9,07)
223 P f 0,00 |(-17,93)
224 S g 0,00 |(-17,93)
225 S a 0,00 |(-17,93)
226 A b 0,00 |(-17,93)
227 S c 0,00 |(-17,93)
228 S d 0,00 |(-17,93)

[02]
o




229 T e 0,00 |(-17,93)
230 S f 0,00 |(-17,93)
231 T g 0,00 |(-17,93)
232 T a 0,00 |(-19,12)
233 P b 0,00 |(-26,62)
234 S c 0,00 |(-24,85)
235 P d 0,00 |(-24,85)
236 D e 0,00 |(-24,85)
237 P f 0,00 |(-24,77)
238 E g 0,00 |(-17,62)
239 K a 0,00 |(-17,62)
240 Vv b 0,00 |(-17,62)
241 R c 0,00 |(-17,62)
242 L d 0,00 |(-17,62)
243 L e 0,00 |(-17,62)
244 E f 0,00 |(-17,62)
245 A g 0,00 |(-17,62)
246 C a 0,00 |(-17,62)
247 A b 0,00 |(-17,62)
248 S c 0,00 |(-17,62)
249 S d 0,00 |(-17,62)
250 E e 0,00 |(-17,62)
251 T f 0,00 |(-17,62)
252 G g 0,00 |(-17,62)
253 P a 0,00 |(-17,62)
254 Q b 0,00 |(-17,62)
255 L c 0,00 |(-17,62)
256 L d 0,00 |(-17,62)
257 R e 0,00 |(-17,62)
258 S f 0,00 |(-17,62)
259 L g 0,00 |(-17,62)
260 S a 0,00 |(-17,62)
261 K b 0,00 |(-17,62)
262 S c 0,00 |(-17,62)
263 S d 0,00 |(-17,62)
264 T e 0,00 |(-17,62)
265 P f 0,00 |(-17,62)
266 L g 0,00 |(-17,62)
267 C a 0,00 |(-17,62)
268 Y b 0,00 |(-21,38)
269 P f 0,00 |(-24,29)
270 S g 0,00 |(-17,06)
271 L a 0,00 |(-17,06)
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272 Vv b 0,00 |(-17,06)
273 D c 0,00 |(-17,06)
274 Vv d 0,00 |(-17,06)
275 L e 0,00 |(-17,06)
276 E f 0,00 |(-17,06)
277 Vv g 0,00 |(-17,06)
278 F a 0,00 |(-17,06)
279 S b 0,00 |(-17,06)
280 F c 0,00 |(-17,06)
281 Vv d 0,00 |(-17,06)
282 Q e 0,00 |(-17,06)
283 | f 0,00 |(-17,06)
284 P g 0,00 |(-17,06)
285 L a 0,00 |(-17,06)
286 D b 0,00 |(-17,06)
287 R c 0,00 |(-17,06)
288 L d 0,00 |(-17,06)
289 L e 0,00 |(-17,06)
290 E f 0,00 |(-17,06)
291 Vv g 0,00 |(-17,06)
292 S a 0,00 |(-17,06)
293 G b 0,00 |(-17,06)
294 P c 0,00 |(-17,06)
295 L d 0,00 |(-17,06)
296 Q e 0,00 |(-17,06)
297 T f 0,00 |(-17,06)
298 R g 0,00 |(-17,06)
299 R a 0,00 |(-17,06)
300 Y b 0,00 |(-17,88)
301 S c 0,00 |(-17,88)
302 L d 0,00 |(-17,88)
303 A e 0,00 |(-17,96)
304 N f 0,00 |(-17,96)
305 W g 0,00 |(-20,41)
306 | a 0,00 |(-21,01)
307 P b 0,00 |(-26,16)
308 A c 0,00 |(-26,16)
309 T d 0,00 |(-26,16)
310 L e 0,00 |(-26,16)
311 P f 0,00 |(-34,28)
312 P a 0,00 |(-29,05)
313 S b 0,00 |(-20,50)
314 P c 0,00 |(-20,50)
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315 L d 0,00 |(-13,28)
316 Q a 0,00 |(-12,44)
317 L b 0,00 |(-12,44)
318 C c 0,00 |(-11,40)
319 M d 0,00 | ( -8,55)
320 R e 0,00 | ( -8,31)
321 E f 0,00 | (-8,31)
322 Vv g 0,00 | (-831)
323 C a 0,00 | ( -6,93)
324 A b 0,00 | ( -599)
325 R c 0,00 | ( -599)
326 R d 0,00 | ( -5,94)
327 S e 0,00 | ( -3,80)
328 A f 0,00 | ( -3,80)
329 N g 0,00 | ( -3,80)
330 L a 0,00 | ( -3,80)
331 P b 0,00 | ( -3,80)
332 A c 0,00 -1,95
333 A d 0,00 -1,95
334 T e 0,00 -1,95
335 A f 0,00 -1,95
336 Vv g 0,00 -1,95
337 G a 0,00 -1,95
338 A b 0,00 -1,95
339 D c 0,00 -1,95
340 A d 0,00 -1,95
341 Q e 0,00 -1,95
342 R f 0,00 -1,95
343 Vv g 0,00 -1,95
344 A a 0,00 -1,95
345 D b 0,00 -1,95
346 M c 0,00 -1,95
347 L d 0,00 -1,95
348 N e 0,00 -1,95
349 R f 0,00 -1,95
350 A g 0,00 -1,95
351 A a 0,00 -1,95
352 Q b 0,00 -1,95
353 D c 0,00 -1,95
354 A d 0,00 -1,95
355 S e 0,00 -1,95
356 R f 0,00 -1,95
357 D g 0,00 -1,95
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358 H a 0,00 -1,95

359 S b 0,00 -1,95

360 D c 0,00 -1,95

361 F d 0,00 -1,95

362 F e 0,00 | ( -0,38)
363 F f 0,00 | ( -2,99)
364 G g 0,00 | ( -3,21)
365 H a 0,00 | ( -3,21)
366 T b 0,00 | (-3,21)
367 S c 0,00 | (-3,21)
368 H d 0,00 | ( -4,83)
369 P e 0,00 |(-13,73)
370 L f 0,00 |(-14,99)
371 C g 0,00 |(-14,87)
372 C a 0,00 |(-14,87)
373 A c 0,00 |(-13,92)
374 A d 0,00 |(-13,55)
375 R e 0,00 |(-13,14)
376 S f 0,00 |(-13,14)
377 M d 0,00 |(-12,10)
378 T e 0,00 |(-11,86)
379 R f 0,00 |(-11,86)
380 S g 0,00 |(-11,86)
381 A a 0,00 |(-11,86)
382 A b 0,00 |(-11,86)
383 A c 0,00 |(-11,86)
384 A d 0,00 |(-11,86)
385 G e 0,00 |(-11,86)
386 Q f 0,00 |(-11,86)
387 R g 0,00 |(-11,86)
388 G a 0,00 |(-11,86)
389 M b 0,00 |(-11,86)
390 Y c 0,00 |(-11,86)
391 Vv d 0,00 |(-11,86)
392 S e 0,00 |(-11,86)
393 F f 0,00 |(-11,86)
394 S g 0,00 |(-11,86)
395 L a 0,00 |(-11,86)
396 F b 0,00 |(-11,86)
397 G c 0,00 |(-11,86)
398 N d 0,00 |(-11,86)
399 S e 0,00 |(-11,86)
400 L f 0,00 |(-11,86)

Yo
w




401 F g 0,00 |(-11,86)
402 A a 0,00 |(-11,86)
403 R b 0,00 |(-11,86)
404 Q c 0,00 |(-11,86)
405 L d 0,00 |(-11,86)
406 Q e 0,00 |(-11,86)
407 A f 0,00 |(-11,86)
408 G g 0,00 |(-13,74)
409 C a 0,00 |(-13,74)
410 T b 0,00 |(-13,74)
411 A c 0,00 |(-13,74)
412 L d 0,00 |(-13,74)
413 C f 0,00 |(-16,29)
414 N g 0,00 |(-16,29)
415 P a 0,00 |(-16,29)
416 A b 0,00 |(-16,29)
417 Q c 0,00 |(-16,29)
418 A d 0,00 |(-16,29)
419 K e 0,00 |(-16,29)
420 S f 0,00 |(-16,29)
421 L g 0,00 |(-16,29)
422 C a 0,00 |(-16,29)
423 S b 0,00 |(-16,29)
424 Q c 0,00 |(-16,29)
425 L d 0,00 |(-16,29)
426 F e 0,00 |(-16,29)
427 L f 0,00 |(-16,29)
428 | b 0,00 |(-16,94)
429 G c 0,00 |(-16,94)
430 C d 0,00 |(-16,94)
431 G e 0,00 |(-16,94)
432 T f 0,00 |(-16,94)
433 G g 0,00 |(-16,94)
434 | a 0,00 |(-16,94)
435 A b 0,00 |(-16,94)
436 P c 0,00 |(-16,94)
437 L d 0,00 |(-16,94)
438 | e 0,00 |(-16,94)
439 A f 0,00 |(-16,94)
440 A g 0,00 |(-16,94)
441 Vv a 0,00 |(-16,94)
442 T b 0,00 |(-16,94)
443 Q c 0,00 |(-16,94)
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444 L d 0,00 |(-16,94)
445 M e 0,00 |(-16,94)
446 L f 0,00 |(-16,94)
447 R g 0,00 |(-16,94)
448 R a 0,00 |(-16,94)
449 A b 0,00 |(-16,94)
450 S c 0,00 |(-16,94)
451 T d 0,00 |(-16,94)
452 A e 0,00 |(-16,94)
453 A f 0,00 |(-16,94)
454 G g 0,00 |(-16,94)
455 S a 0,00 |(-16,94)
456 A b 0,00 |(-16,94)
457 P c 0,00 |(-23,86)
458 F f 0,00 |(-21,03)
459 P g 0,00 |(-17,88)
460 C a 0,00 | (-9,52)
461 W b 0,00 | (-9,52)
462 Vv c 0,00 | ( -7,54)
463 F d 0,00 | (-7,54)
464 Y e 0,00 | ( -7,25)
465 G f 0,00 | ( -5,57)
466 A g 0,00 | ( -5,39)
467 R a 0,00 | ( -5,39)
468 T b 0,00 | ( -5,32)
469 K c 0,00 | ( -5,32)
470 A d 0,00 | ( -5,32)
471 E e 0,00 | ( -5,32)
472 L f 0,00 | ( -5,32)
473 L g 0,00 | ( -5,32)
474 Y a 0,00 | ( -4,71)
475 D b 0,00 | ( -4,71)
476 E b 0,00 | (-3,12)
477 T c 0,00 | (-3,12)
478 L d 0,00 | ( -3,12)
479 Q e 0,00 | (-3,12)
480 E f 0,00 | (-3,12)
481 A g 0,00 | ( -3,12)
482 L a 0,00 | ( -3,12)
483 R b 0,00 | (-3,12)
484 T e 0,00 | ( -1,88)
485 G f 0,00 | ( -1,88)
486 A g 0,00 | ( -1,66)
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487 | a 0,00 | ( -1,66)
488 A b 0,00 | ( -1,66)
489 K c 0,00 | ( -1,66)
490 Y e 0,00 | ( -1,60)
491 E f 0,00 | ( -0,56)
492 Y g 0,00 | ( -0,56)
493 A a 0,00 | ( -0,56)
494 L b 0,00 | ( -0,56)
495 S c 0,00 | ( -0,56)
496 R d 0,00 0,12
497 E e 0,00 -1,34
498 E f 0,00 -1,34
499 D g 0,00 -1,36
500 N a 0,00 -1,36
501 K b 0,00 -1,36
502 K c 0,00 -1,36
503 Q d 0,00 -1,36
504 G e 0,00 -1,36
505 R f 0,00 -1,36
506 Y g 0,00 -1,36
507 Vv a 0,00 -1,36
508 T b 0,00 -1,36
509 D c 0,00 -1,36
510 L d 0,00 -1,36
511 Vv e 0,00 -1,36
512 K f 0,00 -1,36
513 R g 0,00 -1,36
514 N a 0,00 -1,36
515 R b 0,00 -1,36
516 L c 0,00 -1,36
517 M d 0,00 -1,36
518 Vv e 0,00 -1,36
519 T f 0,00 -1,36
520 G g 0,00 -1,36
521 S a 0,00 -1,36
522 L b 0,00 -1,36
523 Q c 0,00 -1,36
524 N d 0,00 -1,36
525 E e 0,00 -1,36
526 G f 0,00 -1,36
527 Q g 0,00 -1,36
528 L a 0,00 -1,36
529 F b 0,00 | (-0,82)
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530 Vv c 0,00 | ( -2,02)
531 C d 0,00 | ( -4,23)
532 G e 0,00 | ( -5,87)
533 P f 0,00 |(-12,11)
534 A a 0,00 | ( -9,93)
535 K b 0,00 | ( -9,93)
536 A c 0,00 | ( -9,93)
537 L d 0,00 | ( -9,93)
538 L e 0,00 | ( -9,93)
539 S f 0,00 | ( -9,93)
540 Vv g 0,00 | ( -9,93)
541 R a 0,00 | ( -9,93)
542 Q b 0,00 | ( -9,93)
543 L c 0,00 | ( -9,93)
544 Vv d 0,00 | ( -9,93)
545 K e 0,00 | ( -9,93)
546 C f 0,00 | ( -9,93)
547 D g 0,00 | ( -9,93)
548 L a 0,00 | ( -9,93)
549 L b 0,00 | ( -9,93)
550 A c 0,00 | ( -9,93)
551 E d 0,00 | ( -9,93)
552 P e 0,00 | ( -9,93)
553 D f 0,00 | ( -8,00)
554 D g 0,00 | ( -8,00)
555 D a 0,00 | (-7,47)
556 D b 0,00 | (-7,47)
557 S c 0,00 | ( -7,47)
558 Vv d 0,00 | (-7,47)
559 Q e 0,00 | (-7,47)
560 E f 0,00 | ( -7,47)
561 Q g 0,00 | ( -7,47)
562 R a 0,00 | ( -7,47)
563 L b 0,00 | ( -7,47)
564 L c 0,00 | ( -7,47)
565 M d 0,00 | ( -7,47)
566 L e 0,00 | ( -7,47)
567 E f 0,00 | ( -7,47)
568 D g 0,00 | ( -7,47)
569 R a 0,00 | ( -7,47)
570 G b 0,00 | ( -7,47)
571 R c 0,00 | ( -7,47)
572 L d 0,00 | ( -7,47)
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573 N e 0,00 |( -7,47)
574 F f 0,00 | (-7,47)
575 D g 0,00 | (-7,47)
576 | a 0,00 |( -7,47)
577 W b 0,00 | (-7,47)
578 S c 0,00 | (-7,47)
579 T d 0,00 |( -7,47)
580 G e 0,00 |( -7,47)
581 N f 0,00 | (-7,47)
582 | g 0,00 | (-7,47)
583 F a 0,00 |( -7,47)
584 E b 0,00 |( -7,47)

Anexo 3: Regides de baixa complexidade

low complexity regions: SEG 45 3.4 3.75
str| B4HYHS | AHYHS LETIN Mitric oxide synthase DS5=lLeishmania infantum GN=NOS PE=4 SV=1

1-167 MRRPREPAPGECCGSGLTRCVWDIYYDEVA
RFEEL IAGGGIEEDCTQSSEEEEVVNYIGS
VWWKYIDPPALPTTGSPGEWERAEMEARGF
FRIDRIELVSCSTSLESPTDPGISVYNLFT
SAKGRTMLPEDVVEVLVTNSRGTODADDVE
RLCKALRLDPYAWCELH
rspfupednfppulplgkpltlggqllsayw 168-362
dissssyllhgsffeslfriysdskpssas
ststtpspdpekvrlleacassetgpglle
slsksstploypslvdvlevfsfugipldr
1lewsgplgtrrysl
3I03-584 ANWIPATLPPSPLOLEMREVCARRSANLPA
ATAVGADAQRYADML NRALDDASRDHSDFF
FGHTSHPLCCAARSMTRSAAAAGDRGMYVS.
FSLFGNSLFARQLOQAGCTALCNPAQAKSLLT
SQLFLIGCGTEIAPLIAAVTRLMLRRASTA
AGSAPFPCWVFYGARTKAELLYDETLQEAL
RTGATAKYEYAL SREEDNEKQGRYVTDLVE
RNRLMVTESLONEGQLFVCGPAKAL LSVRD
LVECDLLAEPDDDDSVQEQRLLMLEDRGRL
NEBIWSTGNIFE
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low complexity regions: SEG 25
>tr|A4AHYHS | A4HYHS LETIN Nitric

sffeslfriysdskpssasststtpsp

arrsanlpaatavgadagrvadmlnraaqd
asrd

3.8 3.3

oxide synthase 0S=Leishmania infantum GN=NOS PE=4 SV=1

1-2@8

289-235
236-323

324-357

358-584

MRRPREPAPGECCGSGCTRCVWDIYYDEVA
RFEELIAGGGIEEDCTQSSEEEEVVNYIGS
VVVKYIDPPALPTTGSPGEWERAEMKARGF
FPIDRIELVSCSTSLFSPTDPGISVVNLFT
SAKGRTMLPGDVVEVLVTNSRGTQDADDVE
RLCKALRLDPYAWCELHRSPFVPEDNFPPW
LPLOQKPLTLGQLLSAYVDISSSSYLLHQ

DPEKVRLLEACASSETGPQLLRSLSKSSTP
LCYPSLVDVLEVFSFVQIPLDRLLEVSGPL
QTRRYSLANWIPATLPPSPLQLCMREVC

HSDFFFGHTSHPLCCAARSMTRSAAAAGQR
GMYVSFSLFGNSLFARQLQAGCTALCNPAQ
AKSLCSQLFLIGCGTGIAPLIAAVTQLMLR
RASTAAGSAPFPCWVFYGARTKAELLYDET
LQEALRTGATAKYEYALSREEDNKKQGRYV
TDLVKRNRLMVTGSLQNEGQL FVCGPAKAL
LSVRQLVKCDLLAEPDDDDSVQEQRLLMLE
DRGRLMFDIWSTGNIFE

Anexo 4: Resultado obtido para a pesquisa de péptidos sinal com a

ferramenta SignallP 4.1

Quadro A.2 — Score atribuido a cada residuo de aminodcido de LiNOS quanto a localizagdo num
segmento transmembranar. TM — o score é calculado partindo do principio que o residuo
peretence a um segmento transmembranar; noTM — o score é calculado partindo do principio
que o residuo ndo pertence a um segmento transmembresranar; CS - score relativo ao
hipotétivo local de clivagem. E elevado em residuos imediatamente a seguir ao local de
clivagem de um péptido sinal; SP — score que distingue residuos de péptidos sinal e de residuos
apos a hipotética clivagem ou pertencentes a proteinas que ndo contém péptidos sinal. E mais
elevado para residuos pertencentes ao péptido sinal

SignalP- SignalP-
noTM ™
pf)s aa| CS SP CS | SP | T™M
1 M| 010224 0,1 0,19 0,1
2 |R|011(0,234|01 (0,19]| 0,1
3 |R|0,11/0,159| 0,1 |0,18| 0,1
4 |[P|011/0,172| 0,1 (0,16 0,1
5 |R|01]0166| 0,1 |0,14|0,11
6 |(E|O011/|/0,155| 0,1 |0,13|0,11

7 |P|o01]012|01]|011(0,12
8 |A|o01]0112|01 |01 |0,13
9 |P| 01012801 |0,11|0,13
10 | G |0,11 /0,117 | 0,1 |0,12 (0,12
11 |E| 0,1 [0,206| 0,1 | 0,1 |0,14
12 | C|0,11|0,104 |0,11| 0,1 |0,14
13 | c| 0,1 [0,215| 0,1 |0,11 (0,13
14 [ G| 0,1 [0,095| 0,1 | 0,1 (0,12
15 [ S| 0,1 0,099 0,1 {0,11| 0,1
16 |G |0,11|0,101| 0,1 |0,09| 0,1
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17 |Cc| 01 |0,101| 0,1 | 0,1 | 0,1 60 | S| 0,1 0,091/ 0,1 [0,09] 0,1
18 |T| 01 0092|011 |01 |01 61 |V | 0,1 0097|0101 ]01
19 |R| 0,1 ]0095|0,1 |01 |0, 62 |V | 0100940101011
20 (Cc|01/0093|01]01]0,1 63 |V | 01 0094|0101 0,11
21 | v |0,11|0,093 |0,11|0,11] 0,1 64 | K| 0,1 009 |01]01]0,1
22 |w| 0,1 ]0,095| 0,1 |0,13|0,11 65 | Y| 011|009 01|01]0,1
23 |D| 0,1 |0,097 |0,11|0,11 0,11 66 | 1 | 01009 01|01]0,1
24 | 1|01 ]00910,11| 0,1 | 0,1 67 |D| 01 |0102| 01010,
25 |Y |01 |0101|0,1|0,11]0,1 68 |P| 01 |0,101| 0,1 |0,11] 0,1
26 |Y| 01 |0,106| 0,1 |0,12|0,09 69 |P| 010,106 0,1 |0,11] 0,1
27 |D| 01 |0,107|0,1|0,12]| 0,1 70 | A |0,11|0,118 |0,11|0,14] 0,1
28 |E| 0,1 |0,107| 0,1 |0,12] 0,1 71 |L| 01 (0,118 0,1 |0,13|0,11
29 |v|0,11| 0,11 |0,11|0,12] 0,1 72 |P|0,11|0,112 | 0,1 |0,13]| 0,1
30 |A| 01010201012 0,1 73 | T|0,13|0,115 | 0,14 |0,13]| 0,1
31 |R{0,09|0,114 | 0,1 [0,12 (0,09 74 | T|0,11|0,124 |0,11|0,17| 0,1
32 | F|0,12|0,102 |0,12|0,11]| 0,1 75 |G| 01 (0,133| 0,1 |0,19] 0,1
33 |E|0,17| 0,1 |0,16|0,09]| 0,1 76 | S [0,11|0,125|0,11|0,14| 0,1
34 |E| 01009901 [0,11] 0,1 77 |P|01]0,132] 0,1 |0,13]| 0,1
35 (L |01 |0097| 01 [0,12] 0,1 78 | G |[0,12|0,128 |0,12 0,13 (0,11
36 | 1|01 |0091|0,10,14|0,09 79 | E|0,11|0,114 |0,11|0,11|0,11
37 |A| 01 |0,104| 0,1 |0,14|0,09 80 |W| 0,1 |0,135| 0,1 |0,13] 0,1
38 ({G|0,11| 0,11 |0,11(0,13| 0,1 81 |E| 01 |0135| 0,1 [0,13| 0,1
39 |G |0,11|0,108 |0,11|0,12| 0,1 82 |R|01(0134|0,1 0,13 0,1
40 G| 0,1 0,102 | 0,1 |0,09]| 0,1 83 |A|[01] 013 |01 |012]0,1
41 [ 1]01|0097|01|01]0, 84 | E|0,09|0,123| 0,1 (0,12 0,1
42 |E| 01 |0,097|01|01]0,1 85 (M| 01| 0,13 |0,11|0,12] 0,1
43 |[E| 01 |0,103]|01|01]0,1 86 | K [0,11|0,122 |0,11|0,12] 0,1
44 D] 0,1 |0,209| 0,1 |0,11] 0,1 87 |A| 010,114 0,1 |0,12] 0,1
45 |Cc| 011|011 |01 (0,12|0,1 88 |R|01(0113| 0,1 |0,12] 0,1
46 | T|0,11|0,111| 0,1 |0,12| 0,1 89 | G|0,11|0,106 |0,110,11|0,11
47 Q| 0,1 | 0,109 |0,11|0,11]| 0,1 9 |F| 010111 0,1 |0,12|0,11
48 |s| 0,1 (0,126 |0,11(0,12| 0,1 91 | F [0,11]0,109 [0,110,12 (0,11
49 | s |0,12 (0,116 |0,14|0,11| 0,1 92 | P |0,11|0,118 | 0,1 |0,11] 0,1
50 | E |0,09|0,115| 0,1 | 0,11 0,1 93 | 1 [0,11]0,126 | 0,1 |0,12] 0,1
51 |E| 010,109 0,1 [0,12] 0,1 94 |D|0,11| 0,12 | 0,1 |0,12] 0,1
52 | E|0,11|0,112 |0,12|0,11| 0,1 95 |R| 01 (0,111 | 0,1 |0,12|0,11
53 |E| 041|009 0,1 |0,11|0,11 9 | I [0,11| 0,11 |0,11|0,13|0,12
54 |v|o010102|0,1]| 010,11 97 |E| 01| 0,11 | 0,1 |0,13|0,13
55 |V | 010099 01 [0,11|0,11 98 | L| 0,1 0,207 | 0,1 [0,13|0,12
56 |IN| 021 |0094|01]|01]0,11 99 |v|o01]| 011 | 0,1 |0,14|0,13
57 /Y| o01|0094|01]|01]0,1 100 | S| 0,1 |0,121| 0,1 |0,18|0,14
58 |1]01/009|01]|01]0,1 101|C| 01 |0,135| 0,1 |0,21|0,15
59 | G |0,11|0,096 |0,11|0,09| 0,1 102 | S [ 0,130,135 | 0,14 | 0,21 (0,14
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103|T| 0,1 |0,235| 0,1 |0,22|0,14 146 | A [0,12| 0,12 [0,12|0,13|0,09
104 | S| 0,1 |0,123|0,11| 0,2 0,13 147 | D | 0,110,107 | 0,11 0,11 |0,09
105|L |01 (0,119 0,1 |0,19|0,14 148 |D | 0,1 | 0,115 | 0,1 |0,12] 0,1
106 | F | 0,1 | 0,119 | 0,1 |0,18|0,16 149 |V | 0,1 | 0,11 |0,11|0,11] 0,1
107 | S | 0,110,103 | 0,1 |0,150,13 150 | E | 0,1 | 0,108 | 0,1 [0,12| 0,1
108 | P | 0,1 |0,201| 0,1 |0,16 (0,13 151 | R | 0,1 | 0,112 | 0,1 |0,11] 0,1
109 | T| 0,1 | 0,096 | 0,1 |0,13 (0,12 152 | L | 0,1 | 0,208 | 0,1 |0,11] 0,1
110 | D | 0,11 | 0,096 | 0,11 | 0,13 (0,11 153 | C| 0,1 |0,202| 0,1 [0,11] 0,1
111|P | 0,1 | 0,111 | 0,1 | 0,15 |0,12 154 | K [ 0,110,104 [0,11| 0,1 | 0,1
112 | G | 0,110,103 |0,14|0,14 |0,13 155 |A | 0,1 | 0,096 | 0,1 | 0,1 | 0,1
113 | 1 |0,11 {0,094 [0,11|0,15 | 0,14 156 | L | 0,1 |0,097 | 0,1 | 0,1 | 0,1
114 (S| 0,1 | 0,099 | 0,1 0,15 0,14 157 | R [ 0,110,094 [0,11| 0,1 | 0,1
115 | v |0,12 {0,104 [0,12 | 0,13 |0,14 158 | L | 0,1 | 0,093 | 0,1 |0,09|0,09
116 |V | 0,1 | 0,108 |0,11|0,14 0,13 159 |D | 0,1 | 0,09 | 0,1 |0,09|0,09
117 [N | 0,1 | 0,097 | 0,1 | 0,13 |0,12 160 | P | 0,1 | 0,092 | 0,1 [0,09| 0,1
118 | L | 0,1 | 0,099 | 0,1 | 0,13 (0,12 161 |Y [0,11|0,084 | 0,1 | 0,1 |0,09
119 F| 01| 01 |0,1(0,13|0,13 162 |A | 01| 0,09 | 0,1 |0,11] 0,1
120 T | 0,1 | 0,203 | 0,1 |0,15|0,13 163 |W| 0,090,102 | 0,1 [0,11] 0,1
121 S |0,11|0,106 |0,11|0,16 |0,13 164 | C| 0,1 | 0,204 | 0,1 |0,11] 0,1
122 |A| 01 |0,117| 0,1 |0,18|0,13 165 | E [ 0,120,093 [0,13| 0,1 | 0,1
123K | 0,1 | 0,207 | 0,1 | 0,15 |0,11 166 | L | 0,1 | 0,099 | 0,1 |0,11|0,09
124 |G| 0,1 |0,115| 0,1 | 0,17 |0,12 167 |H| 0,1 | 0,092 | 0,1 0,11 0,09
125 | R |0,19| 0,1 |0,19|0,13|0,11 168 | R | 0,1 | 0,109 | 0,1 |0,11] 0,1
126 | T| 0,1 | 0,103 | 0,1 | 0,15 |0,12 169 |S |01 | 0,11 | 0,1 |0,12|0,09
127 (M |0,13| 0,1 |0,13|0,13 (0,11 170 | P | 0,1 | 0,203 | 0,1 |0,12] 0,1
128 |L| 0,1 |0,201| 0,1 |0,12] 0,1 171 | F | 0,1 | 0,207 | 0,1 |0,12] 0,1
129 | P | 0,1 | 0,204 | 0,1 |0,12] 0,1 172 |v | 0,1 | 0,109 | 0,1 |0,13] 0,1
130G | 0,1 | 0,114 |0,11]0,11| 0,1 173 | P | 0,090,123 | 0,1 [0,15]| 0,1
131D |0,11|0,114 |0,11|0,11| 0,1 174 | E [0,11|0,138 | 0,1 |0,14] 0,1
132 |V |01 |0,121| 0,1 |0,13| 0,1 175 | D 0,110,119 |0,11 0,13 0,1
133|v | 0,1 |0,242| 0,1 |0,13| 0,1 176 [N | 0,1 | 0,118 | 0,1 |0,12] 0,1
134 | E| 0,1 | 0,124 | 0,1 |0,12] 0,1 177 | F| 01 | 0,11 | 0,1 |0,12|0,11
135|V | 0,1 | 0,126 | 0,1 [0,11] 0,1 178 | P | 0,1 | 0,202 | 0,1 |0,12|0,11
136 |L| 01| 0,12 | 0,1 |0,12] 0,1 179 | P [ 0,110,108 [0,11|0,11|0,11
137| v |0,11]0,133 |0,11 (0,17 0,1 180 |W| 0,1 | 0,106 | 0,1 0,12 (0,13
138 (T | 0,1 | 0,116 | 0,1 |0,14|0,09 181|L| 0,1 |0,209| 0,1 [0,12|0,13
139 |N | 0,110,118 |0,11|0,14 | 0,09 182 | P | 0,1 |0,112 | 0,1 |0,13|0,14
140 S| 0,1 | 0,125 | 0,1 | 0,17 |0,09 183 |L | 0,1 |0,112 | 0,1 |0,15|0,14
141 |R | 0,1 | 0,113 | 0,1 |0,15|0,08 184 | Q| 0,110,108 | 0,1 0,14 |0,13
142 | G |0,11|0,127 |0,11|0,22 | 0,08 185 | K | 0,1 | 0,202 | 0,1 |0,14 (0,15
143 | T |0,18 | 0,107 | 0,17 | 0,13 | 0,09 186 | P | 0,1 | 0,202 | 0,1 |0,17|0,19
144 | Q| 0,1 | 0,115 | 0,1 | 0,14 |0,08 187 | L [0,11|0,107 | 0,1 |0,17|0,24
145 | D |0,11|0,148 | 0,1 | 0,16 |0,08 188 | T | 0,1 | 0,103 | 0,1 |0,17|0,26
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189 |L(0,11|0,107| 0,1 |0,15/|0,28 232|17/01 (0,103 0,1 |01 |0,1
190G (0,11|0,112| 0,1 |0,18|0,28 233|P| 010,103 0,101 (0,1
191,Qj|0,12| 0,1 (0,12|0,17|0,25 2341S|01|0,106| 0,1 |0,11| 0,1
192/ L|01|0,102|0,1 | 0,2 |0,31 235|P| 010,103 0,101 (0,1
193|L |01 |0,108]| 0,1 |0,21|0,28 236 | D| 0,1 |0,103| 0,1 | 0,1 (0,11
194/sS |01 |0,109| 0,1 |0,24 0,29 237|P| 010,100 0,1 |01 (0,11
195/ A |0,11|0,109 |0,11|0,26| 0,3 238 E| 0,1 0,103 | 0,1 |0,11 0,11
196 |Y (0,120,096 |0,13| 0,2 |0,28 239 K| 01]0099|01]|01 (011
197|v |01 |0,113| 0,1 |0,21|0,25 240|v| 010,100 0,1 |01 (0,11
198 b| 0,1 |0,105| 0,1 |0,21|0,23 241|R| 0,110,105 0,1 | 0,1 (0,11
199|101 (0,128 | 0,1 | 0,26 0,26 242|111(0,11|0,104 |0,11| 0,1 (0,11
2001$|{01|0,109| 0,1 |0,22 0,22 243|L|01 009 | 01|01 (0,11
200/$|01 (0,134 0,1 |0,26|0,19 244 1 E 0,110,093 |0,11| 0,1 |0,11
202151(0,11|0,137|0,11|0,28|0,18 2451 A 0,110,087 |0,11|0,09| 0,1
203|s|0,28, 0,1 |0,18/0,19(0,17 246 | C| 0,1 0,092 0,1 |01 (0,1
204 1Y (0,110,102 |0,11|0,18|0,19 247 1 A 0,110,084 |0,11|0,09| 0,1
205/L|01]0,101|0,1|0,27|0,18 24815101 (0087|021 0,1 |0,09
206 L|0,11|0,101| 0,1 |0,14(0,16 2491S]01|0,085| 0,1 |0,090,09
207|H| 01 |0,106 | 0,1 |0,14 (0,15 250 E| 0,1 |0,085| 0,1 |0,090,09
2081Q| 0101101 /|0,12(0,12 251/T}01(0086| 0,1 0,1 |0,09
2095 (0,11|0,106 |0,11|0,11|0,13 252/ G| 01 (0086|0101 |0,09
210 F| 0,1 |0,104| 0,1 | 0,1 |0,14 253 | P|0,09]| 0,09 | 0,1 | 0,1 (0,09
211/ F| 0,1 |0,104| 0,1 |0,09|0,16 2541Q|0,11|0,093 |0,11| 0,1 | 0,1
212 E|0,11]0,093| 0,1 | 0,1 |0,13 255/1L1(0,11(0,099| 0,2 |0,11| 0,1
213|1S| 0,1 |0,098| 0,1 |0,09(0,13 256|L|01/|0104| 01|01 |0,1
214|L| 0,1 (0,102 | 0,1 |0,09|0,14 257|R| 0,1 (0,102 | 0,1 |0,11| 0,1
215/ F| 0,1 |0,105| 0,1 |0,09|0,13 258(s51(0,11| 0,1 |01 |0,11|0,11
216 | R| 0,1 |0,099| 0,1 |0,09(0,11 259|1](0,11|0,101|0,11|0,11 (0,11
217|11(0,11|0,097 |0,11| 0,1 (0,11 260|S(0,11|0,103 |0,11|0,11 (0,11
218 Y| 01 0,097| 0,1 (0,09| 0,1 261/ K| 01 (0093|011 |0,11|0,11
219/s|01 013 | 0,1 |0,24|0,09 2625|101 (0093|0101 |0,12
220/Db| 0,1 0,118|0,11/0,15{0,08 263|S|01/|0092|0,1|0,11(0,13
221|S$|010,119| 0,1 0,14 (0,09 264 T7T|01|0089| 0,1 |0,11(0,14
222 1 K|0,17|0,105|0,16|0,11 |0,09 265(P| 01 (0092|021 0,13|0,15
223|P| 01 0,121| 0,1 |0,14{0,09 266 L| 01 |0089| 0,1|0,15(0,16
2241|101 0,12 | 0,1 0,14{0,09 267|C| 01009 |01]|019|0,21
2251501 (0,129| 0,1 |0,14|0,09 268 Y| 01 (0088| 0,1 0,19|0,22
226 |A| 0,1 |0,124| 0,1 |0,14|0,09 269 P| 01 (0089|021 |0,19]| 0,2
227|1S$1(0,14| 0,13 |0,15/0,13 (0,09 270|1S$1(0,11|0,087|0,11|0,17 (0,19
2285|101 0,123| 0,1 |0,22| 0,1 271(L| 01 (0095 0,1 |0,19|0,21
229, 7|01 |0,111|0,11|0,12| 0,1 272V | 01009 | 0,1 |0,22|0,24
23001011 |01 /|0,11|0,1 273|b| 010,105 0,1 | 0,2 |0,2
231|17|01|0,111| 0,1 |0,11| 0,1 274V (0,110,117 | 0,1 | 0,22 0,23
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275|11(0,13 0,086 |0,12|0,18 (0,19 318 C| 0,1 |0,141| 0,1 |0,13|0,13
276 | £ (0,110,091 |0,11|0,17| 0,2 319\ M| 0,1 |0,123| 0,1 |0,12 (0,13
277|v| 01 0111| 0,1 |0,22/0,24 320|R| 0,1 0,111 | 0,1 |0,11 (0,11
278 | F| 0,1 10,096 | 0,1 |0,19|0,24 321|E|0,12|0,102 |0,12| 0,1 | O,1
2791S$1(0,11|0,108 | 0,1 |0,19(0,25 322|v|01]0104| 01|01 (0,11
280| F| 0,1 |0,105| 0,1 |0,16 (0,25 323|C| 010,118 0,1 | 0,1 (0,11
281|v| 01 0116| 0,1 |0,16(0,24 3241 A| 0,1 ]0,148| 0,1 |0,12|0,11
282|1Q| 01| 01 |0O1/0,15(0,17 325|R|0,11|0,122 |0,11| 0,1 (0,11
283|101 0094 | 0,1 0,12{0,17 326 | R| 010,109 0,1 | 0,1 (0,11
284|P| 01 0,102| 0,1 |0,12/0,14 327|1s$|01/0,113| 0,1 |0,11 (0,11
285|L|0,1|0,128| 0,1 |0,13(0,15 328/ A|0,11|0,108| 0,1 | 0,1 (0,11
286 D| 0,1 |0,123| 0,1 |0,12 (0,13 329 N| 0,1 |0,097| 0,1 | 0,1 (0,11
287 | R| 01012 |01 |0,11|0,12 330(L| 01 (0107|0101 |0,11
288 L|0O1]0118| 0,1 |0,12|0,14 331/pP| 01 (0105|021 |0,11|0,11
289|L(0,11|0,112| O,1 |0,11(0,13 332|A|0,11|0,104 |0,11|0,11 (0,11
290/ E| 0,1 |0,116| 0,1 |0,12|0,12 333/A| 01 (0,103| 0,2 |0,11 (0,11
291/v| 01 0,113| 0,1 |0,12|0,12 334/T|01 (0,106 0,2 | 0,1 |0,11
2921$|01|0,111| 0,1 |0,12 (0,12 335|/A 0,110,102 |0,11| 0,1 | O,1
293/ G (0,110,108 | 0,1 |0,13 (0,12 336 |v| 01009 |01]|01 (011
294 1P| 01 |0,097]| 0,1 |0,13|0,11 337/G(0,11(0,106| 0,2 | 0,1 |0,11
295/11(0,11|0,095|0,11|0,12|0,12 338/A| 01| 01 |01|009]|0,1
29 |Q| 01| 01 |01 /|0,13(0,11 339|Db| 0,1 |0,095| 0,1 0,09|0,1
297 /T 0,1 (0,107| 0,1 |0,13| 0,1 340 A|0,11| 0,09 |0,11]0,09|0,11
298 | R| 0,1 |0,106| 0,1 |0,12|0,09 3411Q|0,12|0,105|0,12|0,09 (0,11
299 | R| 0,1 |0,123| 0,1 |0,12| 0,1 342|R| 01011 01|01 |01
300|yY|01/|0,107| 0,1 0,12 (0,11 343|v 0,110,113 |0,11| 0,1 (0,12
30101 01 |01 /0,12|0,11 3441 A} 01 (0,112| 0,2 |0,11|0,12
302|L|01|0106|0,1|0,13(0,11 345/b| 0,1 |0,113| 0,1 | 0,1 (0,14
303|A| 01 |0,107| 0,1 |0,13 (0,11 346 |M| 0,1 |0,117| 0,1 | 0,1 (0,14
304 | N|0,14/0,093|0,11| 0,1 |0O,11 3471L1L1]0,11|0,115|0,11|0,11|0,14
305|W| 0,1 0,09 | 0,1 |0,12|0,12 348 N|0,11|0,123 |0,11|0,11|0,11
306 | 1|01/|0097|0,1|0,11(0,13 349/ R| 0,1 |0,115| 0,1 |0,11| 0,1
307|P|0,11|0,099|0,11|0,12 (0,13 350 A|0,11|0,118|0,11|0,11| 0,1
308 A|0,11|0,097|0,11|0,12|0,13 351/A| 01 (0,114| 0,2 |0,22| 0,1
309| T|0,09|0,095| 0,1 |0,12 (0,13 352|1Q| 01013 |01 /0,12|0,1
310|L| 0,1 |0,106| 0,1 |0,11(0,11 353 Db|0,11|0,122| 0,1 |0,13| 0,1
311pP| 0,1 |0,112| 0,1 |0,12|0,11 354/ A| 01 (0112|021 |0,22| 0,1
312 P |0,11|0,103| 0,1 |0,12|0,11 355/$/01(0,115| 0,2 |0,11| 0,1
313|/s|01|0,109| 0,1 |0,12 (0,11 356 | R| 0,1 |0,113| 0,1 |0,12| 0,1
3141 P | 0,1 |0,123| 0,1 |0,12|0,11 357D} 01 (0103|012 |0,21| 0,1
315/L1L(0,11|0,163|0,11|0,14 (0,11 358/ H| 0,1 {0,095| 0,1 |0,11| 0,1
316 |Q|0,11|0,129| 0,1 |0,13|0,11 359|1S|01/|0,102| 0,1 |0,11| 0,1
317|L|01|0,119| 0,1 |0,12 (0,13 360|D| 01| 01 |01]0,11|0,1
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361 F| 01 0095|0101 (0,1 404 1 Q0,110,213 |0,11(0,17|0,16
362 F| 01 009 | 0,1 |0,11(0,11 405(L 0,110,197 | 0,1 |0,16|0,16
363| F| 0,1 0,103 | 0,1 |0,11 (0,12 406 | Q| 0,1 |0,196| 0,1 |0,17|0,16
3641 G|0,11|0,105|0,11| 0,1 (0,12 407 |A| 0,1 {0,194 | 0,1 |0,18|0,16
365|H|{ 01| 01 |01 |01 (011 408 |G |0,13| 0,12 (0,12|0,14|0,15
366 | T71(0,11|0,093 {0,11|0,09(0,11 409/ C| 0,1 0,243/ 0,1 |0,15|0,14
367|S| 011|009 | 0,1|0,09(0,11 410/ T| 0,1 |0,222| 0,1 |0,14|0,13
368 H| 0,1 {0,098 | 0,1 |0,09(0,11 411 A 0,110,114 |0,11|0,14|0,13
369|P| 0,1 |0094| 0,1 |0,09(0,11 412 L ,0,11/0,111 (0,11|0,13|0,12
370|L| 01 |0093| 0,1 |0,09(0,12 413/C| 0,1 0,111 | 0,2 |0,13|0,12
371/C| 01| 009 |01 |0,09(0,11 414/ N| O,1 |0,203| 0,1 | O,1 |0,11
3721 C| 0,1 |0,088|0,11|0,09(0,11 415/pP| 0,1 |0,249| 0,1 |0,13|0,12
3731 A (0,110,096 |0,11|0,09|0,12 416 | A| 0,1 | 0,242 0,11 |0,15|0,13
3741 A|0,11|0,093|0,11|0,11|0,12 417 Q| 0,1 | 0,148 | 0,1 |0,14|0,13
375|/R| 0,1 |0093| 01|01 (011 418 | A 0,110,161 |0,11|0,17|0,16
376 | S| 01 (0,098| 0,1 |0,11|0,12 419K |0,13|0,115(0,12|0,13 0,13
377 |M|0,09|0,098| 0,1 |0,11|0,12 4201S|0,1|0,134| 0,1 |0,13|0,18
378 17|01 |0,114| 0,1 |0,14 (0,13 4211 ,0,13/0,1310,12|0,14 (0,24
3799/ R| 01| 013 |01 |0,13(0,12 4221 C| 0,1 {0,137 0,1 |0,14|0,28
380(S5(0,11/0,156| 0,1 |0,17|0,15 4231S§|0,11|0,124 0,11 (0,13 0,29
381/ A|0,11|0,219|0,11|0,18|0,15 424, Q| 0,1 0,123, 0,1 | 0,1 |0,36
382|A| 01 0,246 | 0,1 |0,19|0,14 425(L,010,134|0,1 | 0,1 |0,49
383/A (0,110,186 |0,11|0,18|0,15 426 | F| 0,1 |0,146 | 0,1 |0,09|0,58
3841 A|013|0,119|0,12|0,14|0,14 427|L| 01 |0,179| 0,1 |0,08 0,77
385|/G61(0,11/0,119| 0,1 |0,13|0,14 428 (10,110,149 0,1 |0,06|0,81
386|Q|0,11|0,112|0,11|0,11 (0,13 429 /G| 0,1 |0,165| 0,1 |0,07|0,77
387/ R|0,11|0,113| 0,1 |0,11|0,13 430/ C| 01| 0,28 | 0,1 |0,08|0,78
3881 G|0,110,114|0,11 /0,12 (0,16 431 /G| 0,1 |0,201| 0,2 |0,09|0,77
389 | M| 0,1 |0,126| 0,1 |0,12 (0,15 432 /T, 0,1 /0,288 0,1 |0,09|0,73
390/Y|010,133| 0,1 |0,13|0,16 4331 G| 0,1 |0,205| 0,1 |0,08 0,82
391/v| 01 0,132 0,1 |0,12|0,17 43411 0,110,189 0,11 (0,06 | 0,85
392|1$|01|0,127| 0,1 |0,12 (0,21 435|A | 0,1 {0,197 | 0,1 |0,09]| 0,8
393 F| 0,1 |0,154| 0,1 |0,15| 0,2 436 | P | 0,090,157 | 0,1 |0,11|0,75
3945|101 (0,154| 0,1 |0,17| 0,2 437|1L|0,11|0,169| 0,1 |0,08 0,83
395|L|010,149| 0,1 |0,16(0,28 438 (10,1 (0,248, 0,1 | 0,1 |0,76
396 | F| 0,1 0,159|0,11/0,16 0,26 439 | A 0,110,193 (0,11|0,11|0,71
397/G| 0,1 (0,238| 0,1 |0,22|0,23 440 A|0,12| 0,24 |0,11|0,14 0,51
398 N| 0,1 |0,201| 0,1 |0,18]| 0,2 441V |0,12|0,126 | 0,1 |0,09 0,52
399|1§1(0,11|0,241|0,11| 0,2 | 0,2 442 | T| 0,1 | 0,243 | 0,1 |0,09|0,49
400|L|0,11|0,223| 0,1 |0,17|0,19 4431 Q|0,11|0,1390,11|0,08 0,43
401 | F | 0,110,247 |0,11|0,19]| 0,2 44411 01 |0,243| 0,1 |0,09|0,41
402 | A| 01 (0,253 0,1 |0,19|0,18 445 /M| 0,1 | 0,158 | 0,1 |0,11|0,25
403 | R| 0,1 (0,176 | 0,1 (0,17 /0,15 446 | L | 0,1 |0,221| 0,1 |0,13| 0,2
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447 |R| 0,1 {0,298 | 0,1 |0,13|0,18 490(Yy 01009701 |0,1 0,11
448 | R|0,11| 0,32 | 0,1 |0,13|0,17 491 E| 0,1 |0,096| 0,1 |0,09|0,13
449 | A 0,110,523 0,11 (0,17 0,22 492 /Y 0,110,092 |0,11|0,09|0,13
450/ S| 010,36 |01 (0,14|0,19 493 | A| 0,1 0,098 0,1 |0,09|0,13
4511|101 (0,484 | 0,1 [0,24|0,19 494/L,01 01101 |0,1 /0,13
452 | A|0,12 (0,362 0,12 /0,23 |0,19 4951s5 /0,110,117 | 0,1 |0,11|0,12
453 | A|0,13 0,206 |0,11/0,16|0,18 49 (R |0,11/0,119| 0,1 |0,11|0,11
454 |G |0,11| 0,15 | 0,1 (0,11 0,22 497 | E 0,110,112 (0,11|0,11| O,1
455/S|0,11(0,106 | 0,1 (0,11|0,23 498 E| 010,12 |01 |0,11|0,11
456 | A|0,11 (0,104 0,2 | 0,1 | 0,2 499 /Db| 0,1 |0,1214| 0,1 |0,11|0,11
457 (P | 0,1 {0,098 | 0,1 | 0,1 |0,18 500|N| 0,1 (0,108 0,1 |01 |01
458 | F 0,110,088 | 0,1 (0,08 | 0,2 501|K|0O1]0111| 0,1 |0,11|0,11
459 | P | 0,1 | 0,094 | 0,1 |0,09|0,21 502/ K|011(0,112| 0,2 |0,11| 0,1
460 | C | 0,110,097 |0,11|0,07|0,21 503|Qj| 01 |0,102| 0,1 |0,11| 0,1
461 (W| 0,1 {0,096 | 0,1 |0,07|0,27 504|G| 01 |0,107| 0,1 |0,11| 0,1
462 |V | 0,1 | 0,116 | 0,1 |0,06|0,35 505(R| 01 (0,104| 0,2 |0,11|0,11
463 | F| 0,1 | 0,101 | 0,1 |0,06|0,37 506 | Y |011(0,105| 0,1 |0,11| 0,1
464 Y |0,11 (0,127 |0,11 (0,09 0,23 507|v| 010,106 | 0,1 |0,11|0,11
465|/G| 0,1 (0,215| 0,1 [0,09]| 0,2 508| T|01/|0,106| 0,101 (0,1
466 |A| 0,1 |0,109| 0,1 | 0,1 |0,15 509/ Db} 01 (0103|0101 |0,11
467 | R| 0,1 | 0,13 | 0,1 | 0,1 |0,13 510(L| O (0,105| 0,2 | 0,1 0,11
468 | T 0,110,111 | 0,1 | 0,1 |0,12 511|v|0,11| O,1 |0,11|0,11|0,11
469 | K |0,11| 0,1 |0,11| 0,1 |0,11 512/ K|0,11(0,098|0,11| 0,1 | 0,1
470 | A|0,11|0,113| 0,1 |0,09|0,11 513/ R| 01 (0094 |01 |01 0,1
471 |E|0,11(0,208| 0,1 | 0,1 |0,11 514|N|0,11|0,092 |0,11|0,09| 0,1
472 |L| 01 (0,109| 0,1 [0,09|0,11 515|R|0,11|0,085|0,11|0,09 0,11
473|1L1]0,11|0,107| 0,1 | 0,1 |0,12 516 (L (0,110,082 |0,11|0,08 0,11
474 |1Y10,11(0,099| 0,1 | 0,1 |0,11 517|M| 0,1 |0,083| 0,1 |0,08|0,11
475D |0,11(0,099| 0,1 [0,09|0,11 518 v| 0,1 |0085| 0,1 |0,08|0,11
476 | E| 0,1 | 0,097 | 0,1 |0,09|0,11 519/ T 0,1 {0,088 | 0,1 |0,08|0,12
477 | T7|0,11|0,096 | 0,1 |0,08|0,12 520/ G| 0,1 {0,086 | 0,1 |0,09|0,12
478 |L| 0,1 (0,092| 0,1 [0,08|0,12 521|1S| 0,1 |0,087| 0,1 |0,090,13
479 /Q| 0,1 (0,087 | 0,1 [0,08|0,11 522|L|01] 009 |01]0,09|0,13
480 | E| 0,1 |0,093| 0,1 |0,09|0,11 523/Q| 0,1 {0,095| 0,2 |0,09|0,13
481 | A|0,11| 0,09 | 0,1 [0,08|0,11 524 N| 0,1 |0,085| 0,1 |0,09/0,13
482 | L |0,09(0,093|0,09(0,09|0,11 525/ E| 01| 0,09 | 0,1 |0,08|0,15
483 | R| 0,1 |0,093| 0,1 |0,09|0,11 526 |G| 0,1 {0,094 | 0,1 |0,08|0,15
484 | T| 0,1 |0,086| 0,1 |0,09|0,11 527/Q| 0,1 (0,093| 0,1 |0,08|0,14
485|/G|0,11/0,087| 0,1 [0,09|0,11 528 |1L/0,11|0,089|0,11|0,08 (0,16
486 |A| 0,1 | 0,09 | 0,1 |0,09|0,11 529 F| 0,1 {0,084 | 0,1 |0,08|0,17
48711 0,1 {0,084 | 0,1 |0,09|0,11 530(v| 01 (0,083| 0,1 |0,08(0,17
488 | A| 01 (0,095| 0,1 (0,09|0,11 531|C| 0,1 |0,088| 0,1 |0,09|0,15
489 | K|0,09(0,096| 0,1 [0,09|0,11 532|1G| 0,1 |0093| 0,1 |0,09(0,16
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533|P| 01 0088| 01|01 014 559|Qj 01 |0,109| 0,1 |0,11 0,11
5341 A (0,110,086 |0,11| 0,1 (0,13 560 E| 0,1 (0,113 | 0,1 |0,11|0,11
535/ K| 0,1 |0093| 0,1 |0,11(0,12 561/Q}| 01 |0,107| 0,1 |0,11| 0,1
536 |A| 01| 011 |01 |0,11(0,13 562 | R| 0,1 |0,106| 0,1 |0,11|0,12
537|L1L1(0,09|0,115| 0,1 |0,09(0,12 563|L|01/0,101| 0,1 |0,11|0,12
538|L| 010,103 |0,11| 0,1 (0,12 56¢4|L]| 01 |0,105| 0,1 |0,11(0,13
539|1s|01|0,118| 0,1 |0,09(0,11 565|M| 0,1 | 0,106 | 0,1 |0,11 (0,12
540|v| 0,1 009 0,1 |0,09(0,11 566 |L(0,11|0,106 |0,11|0,11 (0,11
541 R |0,11|0,105| 0,1 | 0,08 (0,11 567 | E|0,11|0,099|0,11|0,11 (0,11
542 1Q|0,11|0,111|0,11|0,08 0,12 568 | D|0,11|0,094 |0,11| 0,1 (0,11
543 |L| 01 |0,111| 0,1 |0,08(0,13 569| R |0,11|0,085|0,11|0,09| 0,1
544\1v | 0,1 0,103 | 0,1 | 0,08 (0,13 5701 G (0,110,097 | 0,1 |0,09| 0,1
545/ K| 01 |0,114| 0,1 |0,08|0,12 571/R| 01 (0097|021 |01 0,1
546 | C| 0,1 |0,145]| 0,1 | 0,1 |0,12 572/L]01 (009 |01|01 0,1
547D (0,110,108 |0,11|0,09 (0,12 573|N| 0,1 ]0,098| 0,101 |0,1
548 L| 01 0119|0101 0,13 5741 F| 0,1 (0,097| 0,1 |0,09] 0,1
549111(0,11|0,105| 0,1 |0,09|0,12 575D 01 (0,101| 0,2 |0,09] 0,1
550 A| 0,1 |009|01|01|0,1 576 1101|009 | 01|01 0,11
551|E| 01009 |01|01|0,1 577w |0,11|0,099 |0,11| 0,1 (0,11
552/pP| 010099 0,1 ] 0,1 (0,09 578/$]01(009|01 |01 0,1
553/ b|01| 01 |01|01)0,1 579/ T1]009(0,095| 01|01 0,1
554\/D| 01 |0,118| 0,1 |0,11| 0,1 580|G| 010090101 (011
555/D|0,11|0,111| 0,1 {0,121 O,1 581|N|O09| O1 |01 )01 011
556 | D| 0,1 |0,109| 0,1 |0,11|0,11 5821101 (0097| 01|01 |0,11
5571S$| 01 |0,106| 0,1 |0,11| 0,1 583 F| 01| 01 {0101 (011
558 |v| 01 0,104| 0,1 |0,11(0,11 584|E|0,11|0,100| 0,1 |01 0,1

Anexo 5: Calculo da probabilidade de desordem com a ferramenta RONN

Quadro A.3 — Valores de probabilidade atribuidos a cada residuo de aminoacido de LINOS de
estar localizado numa regido desordenada da estrutura da proteina. Os valores a vermelho
indicam que o residuo correspondente pertence, mais provavelmente, a uma regido
desordenada. Os valores a verde indicam que o residuo correspondente foi considerado pelo
algoritmo como pertencendo a uma regido desordenada.

M

0,636101

0,640357

0,639492

0,598152

0,575394

0,548465

Nk wIN e

o | m|Xo ||/ |

0,522268

8. |A |0,498428
9. P 10,471223
10. |G |0,443776
11. |E |0,421277
12. |C |0,405809
13. |C | 0,39722
14. |G |0,388176
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15. |S |0,384038
16. |G |0,387124
17. |C |0,382906
18. |T |0,381422
19. |R |0,370614
20. |C |0,343683
21. |V |0,322397




22. |W|0,306571
23. |D | 0,29973
24. |1 0,28544
25. |Y |0,276159
26. |Y |0,271204
27. |D |0,271541
28. |E |0,277434
29. |V |0,290923
30. |A |0,299873
31. |R |0,309785
32. |F | 0,31811
33. |E |0,330235
34. |E |0,348202
35. |L |0,363029
36. I |0,383434
37. |A |0,405205
38. |G |0,437638
39. |G |0,464944
40. |G |0,483331
41. |1 0,50195
42. |E |0,520837
43. |E |0,546707
44. |D |0,560245
45. |C |0,573829
46. |T |0,593444
47. |Q |0,603399
48. |S | 0,59316
49. |S |0,587948
50. |E | 0,58593
51. |E 0,58
52. |E | 0,56761
53. |E |0,548514
54. |V |0,533439
55. |V |0,511956
56. [N |0,481478
57. |Y |0,459254
58. |I ]0,447261
59. |G |0,438635
60. S |0,423386
61. |V |0,407379
62. |V |0,386378
63. |V |0,376096
64. |K |0,366998

65. |Y |0,352946
66. |1 |0,350265
67. |D |0,365138
68. |P |0,384334
69. |P |0,395149
70. |A |0,406802
71. |L |0,421619
72. |P |0,426712
73. |T |0,426605
74. |T |0,428971
75. |G |0,439836
76. |S |0,435778
77. |P |0,433523
78. |G |0,423647
79. |E |0,419544
80. |W| 0,41094
81. |E |0,408446
82. R |0,406759
83. |A |0,406444
84. |E |0,403488
85. |M|0,398388
86. |K |0,388437
87. |A |0,373103
88. R |0,363125
89. |G |0,357356
90. |F |0,354745
91. |F |0,354305
92. |P |0,359641
93. |1 |0,365777
94. |D |0,362417
95. |R |0,368466
9. |1 |0,372013
97. |E |0,377818
98. |L |0,382274
99. |V |0,387875
100.|S |0,400918
101.|C | 0,40107
102.|S |0,400033
103.|T |0,398641
104.|s |0,395835
105.|L | 0,39345
106.|F |0,396097
107.|S |0,391487
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108.|P |0,387787
109.|T |0,383796
110.|D |0,378522
111.|P |0,372576
112.|G |0,371408
113.{1 |0,374178
114.|s |0,375291
115.|V |0,370002
116.|V |0,366426
117.|N |0,362688
118.|L | 0,35561
119.|F |0,349443
120.|T |0,357683
121.|S |0,369311
122.|A |0,378772
123.|K |0,382987
124.|G |0,380475
125.|R |0,371189
126.|T |0,375143
127.|M |0,376302
128.L |0,380089
129.|P |0,384894
130.|G |0,387639
131.|D |0,381687
132.|V |0,386419
133.|V |0,389658
134.|E |0,394975
135.|V | 0,40072
136.|L |0,405927
137.|V |0,419573
138.|T | 0,42649
139.|N |0,429164
140.|S | 0,42573
141.|R |0,424499
142.|G |0,426645
143.|T |0,442465
144.1Q |0,451753
145.|D |0,446361
146.| A |0,443248
147.|D | 0,42543
148.|D |0,411787
149.|V |0,398864
150.|E |0,395321




151.|R |0,374245
152./L |0,358281
153.|C |0,349087
154.|K |0,346792
155.|A [0,339901
156. (L |0,329244
157.|R |0,319198
158.|L [0,315146
159./D |0,308042
160.|P |0,305801
161.|Y |0,304683
162.|A |0,294515
163. (W |0,294831
164.|C |0,306816
165.|E [0,314611
166.|L |0,324515
167.|H |0,344684
168.|R [0,357016
169.|S [0,364933
170.|P |0,384852
171.|F |0,396825
172.|V |0,400377
173.|P |0,411273
174.|E |0,413606
175.|D |0,415899
176.|N | 0,42068
177.|F |0,425703
178.|P |0,435928
179.|P 0,4356
180.|W |0,427904
181.|L |0,432447
182.|P |0,438019
183.|L [0,440348
184.1Q (0,451722
185.|K [0,465166
186.|P |0,468103
187.|L |0,463777
188.|T |0,459184
189.|L | 0,45423
190. |G |0,445435
191./1Q |0,450025
192./L |0,439439
193.|L |0,433527

194.1S |0,427615
195.|A ]0,416433
196.|Y |0,409905
197.1V [0,401404
198.|D |0,405409
199.|1 |0,404035
200. (S |0,398137
201.|S |0,388583
202.|S |0,377101
203.|S |0,362327
204.|Y |0,350917
205.|L |0,343756
206. (L |0,346659
207.|H |0,357929
208.|Q |0,372579
209.|S |0,392217
210.|F |0,405694
211.|F |0,424427
212.|E |0,452082
213.|S |0,479421
214.|L |0,511641
215.|F |0,538768
216.|R |0,569568
217.|1 ]0,589979
218.|Y |0,626148
219.|S
220.|D
221.|S
222. | K
223.|P
224.|S
225.|S
226. A
227.|S
228.|S
229.|T
230.(S
231.|T
232.|T
233.|P
234.|S
235.|P
236.|D
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237.|p

238.|E

239. K

240. |V

241. (R

242.|L |0,627831
243.|L |0,608134
244.|E |0,598924
245.|A [0,593526
246.|C |0,580715
247.|A |0,573361
248.|S |0,564404
249.|s | 0,54867
250.|E |0,537118
251.|T |0,534433
252.|G |0,534402
253.|P | 0,5409
254.|Q |0,535851
255.|L [0,529259
256.|L |0,529546
257.|R |0,536144
258.[S |0,539239
259.[L |0,541413
260.|S |0,544122
261.|K |0,533896
262.|S |0,535381
263.|S |0,532984
264.|T |0,521435
265.|P |0,517284
266.|L |0,501203
267.|C |0,490029
268.|Y |0,481839
269.|P |0,487807
270.|S |0,485302
271.|L |0,474679
272.|V |0,455681
273.|D |0,446707
274.|V |0,431239
275.|L |0,423503
276.|E |0,417244
277.|V |0,401485
278.|F |0,389013
279.|s | 0,37339




280.|F |0,377748
281.|V |0,374386
282.|Q |0,369023
283.[1 |0,364135
284.|P |0,358975
285.|L |0,361994
286.|D |0,361512
287.|R |0,365426
288.|L |0,355011
289.|L |0,358826
290.|E |0,369206
291.|V |0,374829
292.|S |0,382854
293.|G |0,393226
294.|P |0,403087
295.[L |0,411695
296.|Q |0,420847
297.|T |0,431319
298.(R | 0,44133
299.|R |0,442022
300.|Y |0,441746
301.[S |0,437672
302.[L |0,439637
303.|A |0,441706
304.|N |0,445392
305. | W | 0,446164
306.|1 |0,449272
307.|P |0,454958
308.|A |0,449237
309.|T |0,448712
310.|L |0,458111
311.|P |0,464834
312.|P |0,466166
313.|S |0,462746
314.|P |0,460212
315.|L |0,456106
316.|Q | 0,45228
317.|L |0,453501
318.|C |0,457076
319.|M|0,462911
320.|R |0,473838
321.|E |0,470994
322.|V |0,476035

323.|C |0,482028
324.|A [0,499018
325.|R |0,510596
326.|R |0,520103
327.|S ]0,519818
328.|A |0,527297
329.|N |0,520565
330.L |{0,513073
331.|P |0,514887
332.|A |0,513182
333.|A |0,505322
334.|T |0,504854
335.|A |0,502718
336.|V |0,501049
337.|G |0,493013
338.|A |0,495592
339.|D |0,491865
340.|A |0,507765
341.1Q |0,516921
342.|R |0,521269
343.|V |0,525785
344.|A |0,530906
345.|D | 0,53096
346.|M | 0,536272
347.|L |0,528566
348.|N | 0,53552
349.|R |0,543336
350. A |0,546625
351.|A | 0,55753
352.|Q |0,567208
353.|D |0,568339
354.|A |0,565852
355.|S |0,563765
356.|R |0,562218
357.|D |0,550807
358.|H |0,543791
359.|S |0,533516
360.|D 0,519
361.|F |0,507393
362.|F | 0,49937
363.|F |0,492703
364.|G | 0,49605
365.H | 0,507152
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366.|T |0,512274
367.|S |0,513836
368.|H |0,514488
369.|P [0,518595
370.|L |0,526066
371.|C |0,535502
372.|C |0,545554
373.|A [0,565499
374.|A [0,577909
375.|R |0,592467
376.|S |0,606098
377.|M [ 0,617805
378.|T |0,623667
379.|R [0,631104
380.|S [0,636939
381.|A [0,639146
382.|A [0,634097
383.|A [0,623144
384.|A |0,606905
385.|G |0,597607
386.|Q [0,581772
387.|R [0,574426
388.|G |0,553967
389.| M | 0,530906
390.|Y [0,507685
391.|V [0,489292
392.|S |0,466008
393.|F [0,449781
394.|s [0,437173
395.|L [0,419331
396.|F [0,414595
397.|G [0,417278
398.|N | 0,40936
399.|S [0,400863
400.[L |0,391838
401.[F |0,389633
402.|A |0,387997
403.|R |0,400455
404.|Q | 0,406902
405. (L |0,423069
406.|Q | 0,430234
407.|A |0,433778
408.|G |0,441382




409.|C | 0,45075
410.|T |0,466865
411.|A |0,477783
412.|L |0,481885
413.|C |0,478268
414.|N |0,468713
415.|P |0,456442
416.| A |0,443424
417.|Q |0,442911
418.|A |0,456372
419.|K |0,463191
420.(S |0,463132
421.|L |0,466508
422.|C |0,459012
423.|s | 0,45773
424.|Q |0,451038
425.|L |0,451467
426.|F | 0,44346
427.|L |0,430122
428.|1 |0,419245
429.|G |0,406546
430.|C |0,398633
431.|G |0,394445
432.|T |0,403371
433.|G |0,413026
434.|1 |0,426021
435.| A |0,428968
436.|P |0,439905
437.|L |0,436566
438.|1 |0,444091
439.|A |0,454791
440.| A |0,464647
441.|V |0,480533
442.|T |0,496556
443.|Q |0,500797
444.|L |0,499633
445.|M |0,512953
446.|L |0,524522
447.|R |0,528958
448.|R |0,540284
449.| A |0,553299
450.|s |0,555031
451.|T |0,541603

452.|A |0,536022
453.|A |0,517944
454.|G |0,515731
455.]S |0,504955
456.|A |0,488831
457.|P |0,459274
458.(F |0,432972
459.|P |0,405454
460.[C |0,372556
461.|W|0,341513
462.|V |0,335604
463.|F | 0,32809
464.|Y |0,322387
465.|G |0,323895
466. A |0,322521
467.|R |0,310401
468.|T |0,294536
469. K |0,291095
470.|A |0,294249
471.|E |0,303256
472.|L |0,315424
473.[L |0,309681
474.|Y |0,323118
475.|D |0,338903
476.|E |0,345838
477.|T |0,345162
478.|L |0,346134
479.|Q |0,359493
480.|E |0,361911
481.|A |0,359008
482.[L |0,357228
483.|R |0,363308
484.|T |0,362371
485.|G |0,364833
486.|A |0,369248
487.1 | 0,37769
488.|A |0,391869
489.|K |0,402156
490.]Y |0,396921
491.(E |0,393238
492.|Y |0,412194
493.|A |0,417713
494.[L |0,423388
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495.(S |0,449483
496. (R |0,472467
497.|E |0,487544
498.|E |0,493597
499.|D | 0,49817
500.|N |0,502736
501.|K |0,503348
502.|K |0,487026
503.|Q | 0,48488
504.|G | 0,4819
505.|R |0,479487
506.|Y |0,481294
507.|V |0,467406
508.|T |0,458733
509.|D | 0,45911
510.|L |0,458901
511.|V |0,449508
512.|K |0,436891
513.|R |0,423328
514.|N |0,398643
515.|R |0,386849
516.|L | 0,38121
517.|M |0,375897
518.|V |0,387917
519.|T |0,392448
520.|G |0,400796
521.|S [0,414332
522.|L [0,419225
523.|Q [0,419393
524.|N [0,419188
525.|E |0,410964
526.|G |0,406995
527.|Q |0,408625
528.|L |0,405382
529.|F [0,395333
530.|V |0,380419
531.|C |0,371701
532.|G |0,366998
533.|P [0,377521
534.|A |0,383754
535.|K |0,381914
536.|A | 0,38404
537.|L |0,381429




538.|L | 0,37433 554.|D |0,640478 570.|G |0,365139
539.|S | 0,37512 555.|D |0,640983 571.|R |0,355149
540. |V |0,372958 556.|D | 0,62408 572.|L |0,332726
541.|R |0,374981 557.|S |0,614574 573.|N |0,318814
542./Q |0,392027 558.|V |0,601575 574.|F |0,306187
543.|L | 0,41697 559.|/Q |0,592383 575.|D (0,314174
544.|V |0,443812 560. |E |0,584008 576. |1 0,32253
545.|K |0,474075 561.|Q |0,566852 577.|W| 0,32363
546.|C |0,501064 562.(R |0,539012 578.|S |0,336068
547.|D |0,528087 563.(L |0,513267 579.|T |0,329485
548.|L | 0,55169 564.|L |0,483801 580.|G |0,324501
549.|L |0,575828 565.|M|0,455333 581.|N |0,332751
550.|A |0,600821 566.|L [0,432417 582.|1 |0,325877
551.|E |0,622915 567.|E |0,420669 583.|F |0,338405
552.|P | 0,62315 568.|D |0,407592 584.|E |0,350156
553.|D |0,631025 569.|R |0,385896

Anexo 6: picos obtidos nos espetros de MALDI-FT-ICR

Quadro A.4 — Picos obtidos apds hidrdlise do LiINOS tetramérico na auséncia de
cofatores

m/z z [ Res. 1021,313 |1+ 110527 | 110315
599,2637 | 1+| 307551 | 160830 1045,563 | 1+| 149749 | 100343
606,0824 | 1+ | 191002 | 174341 1061,28 |1+ (280795 | 97588
689,2118 | 1+ | 303056 | 116952 1067,297 | 1+| 302895 | 96406
733,1757 | 1+ | 240306 | 144629 1076,444 | 1+| 169547 | 101201
788,3061|1+|210126| 134101 1105,243 | 1+|104343 | 71609
795,1246 | 1+ | 214315 | 130130 1111,261 | 1+| 133357 | 84761
810,2873 | 1+ | 260680 | 98800 1127,225|1+|163362 | 91973
842,5091 | 1+ | 599484 | 110929 1166,391 | 1+| 222789 | 81186
851,4406 | 1+ | 483963 | 109846 1173,21 |1+|126729| 68876
856,5251 | 1+|272641|127776 1175,537 | 1+|150303 | 85143
861,0705| 1+ | 161368 | 122355 1182,355 |1+ | 105859 | 86228
870,5412 | 1+ | 564294 | 113646 1188,373 | 1+| 181306 | 66579
878,2544 | 1+| 245481 | 93104 1204,335 |1+ | 87834 | 74348

887,4 |1+|340067 | 82623 1212,693 | 1+ | 637164 | 78070
922,2175| 1+ | 167756 | 108025 1234,678 | 1+| 132459 | 65684
938,182 | 1+| 239581 | 106031 1265,487 | 1+|111809 | 77499
977,3496 | 1+ | 156570 | 100114 1393,382 | 1+| 95717 | 58254
984,1665 | 1+ | 237987 | 81475 1729,916 | 1+| 163129 | 53302
999,33 |1+|263011| 94226 1765,737 | 1+| 138155 | 48543
1015,296 | 1+| 177197 | 107908
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Quadro A.5 — Picos obtidos apds hidrolise do LINOS tetramérico na presenca de 1mM
BH4Z

m/z z | Res.
656,0631 | 1+| 267519 | 140336
733,1757 | 1+| 260607 | 152430
842,5093 | 1+ | 302955 | 109924
851,4408 | 1+| 478588111073
861,0705|1+|228166|117563
870,5406 | 1+| 151197 | 120569
922,2184 |1+ | 173253109610
938,1819 | 1+ | 214868 | 106425
999,33 |1+|132685| 95874
1034,149 | 1+ | 99379 | 89727
1050,112 | 1+|123379| 91207
1067,298 | 1+ | 195043 | 99296
1111,262 | 1+ | 93808 | 100995
1114,545 | 1+ | 145797 | 80072
1127,225|1+| 131481 | 88548
1149,207 | 1+ | 93357 | 103430
1157,246 | 1+ | 99214 | 104802
1166,391 |1+ | 97502 100111
1212,692 | 1+ 453726 | 74842
1234,677 | 1+ 123411 | 71659
1729,916 | 1+ | 162134 | 48399
1744,889 | 1+| 257057 | 42892
1985,972 | 1+ 123409 | 39870
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Quadro A.6 — Picos obtidos apds hidrdlise do LINOS tertamérico na presenga de 1ImM
BH; e 100uM hemina

m/z z | Res.
606,0826 | 1+ | 435650 | 165312
795,1249 | 1+ | 450056 | 130189

832,489 |1+ | 486717 | 122830
842,5094 | 1+| 2219864 | 109557
851,4409 | 1+ | 1354748 | 113136
856,5249 | 1+ | 459867 | 119504
870,5415| 1+ | 959567 | 118470
984,1666 | 1+ | 560202 | 77747
1045,563 | 1+ | 476573 | 89512
1061,279 | 1+| 368565 | 93138

1173,21 |1+| 301698 | 77820
1211,159 |1+ | 109869 | 79677
1212,693 | 1+| 1952851 | 70107
1220,596 | 1+| 94772 | 67014
1234,676 | 1+ | 309017 | 52779
1235,513 |1+ | 102678 | 86742
1235,531 | 1+| 211332 | 91184
1254,608 | 1+ | 213681 | 60409
1277,708 | 1+| 590779 | 50558
1383,691 | 1+| 291607 | 56526
1401,737 | 1+| 196583 | 50300
1434,771 | 1+ | 229397 | 74967
1459,679 | 1+ | 254695 | 63581
1475,748 | 1+ | 268667 | 51267
1475,784 | 1+ | 297849 | 48578
1668,875 | 1+ | 263901 | 50623
1707,766 | 1+ | 238193 | 39831
1729,916 | 1+ | 883094 | 48251
1744,901 | 1+ | 948926 | 40793
1765,736 | 1+| 370427 | 51970
1791,728 | 1+| 234919 | 54378
1896,889 | 1+ | 229616 | 42918
1985,969 | 1+ | 417584 | 42741
2383,951 | 1+ | 418385 | 36321
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