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RESUMO

A Doenca de Chagas (DC) é causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi
que é transmitido entre hospedeiros por triatomineos (Hemiptera: Reduviidae). A DC
€ uma doenca negligenciada e endémica nas Américas. Na saliva de triatomineos
sdo encontradas moléculas que contrapdem a hemostasia e modulam o sistema
imune do hospedeiro. As apirases sdo moléculas que catabolizam nucleotideos e
nucleosideos e interferem na agregacdo plaquetaria mediada por ADP. Rhodnius
prolixus € um importante vetor/transmissor da DC. Os objetivos deste estudo foram
realizar uma analise in silico das apirases de R. prolixus e produzir as proteinas re-
combinantes em sistema heter6logo de expressao procarioto. Duas sequéncias de
apirases de R. prolixus (T1H8D6 e T1H852) foram caracterizadas in silico, clonadas
no vetor de expressao Petl7b (Novagen) e fusionadas com cauda 6xHis para ex-
pressdo em sistema bacteriano utilizando a linhagem de bactérias Escherichia coli
BL21(DE3). Apos a transformacdo, selecdo e cultivo dos clones bacterianos, SDS-
PAGE e Western blotting foram realizados para confirmar a expressao das apirases
recombinantes de R. prolixus. A atividade apirasica foi avaliada em solucédo e por
zimografia. Das duas apirases de R. prolixus, apenas a proteina TIH8D6 de apro-
ximadamente 40 kDa foi expressa. A proteina recombinante foi observada somente
na fracdo insolluvel sob a forma de agregados celulares, formando corpos de inclu-
séo. Os corpos de inclusdo foram preparados e purificados por cromatografia de afi-
nidade. As sequéncias de aminoacidos das apirases de R. prolixus possuem sitios
para N-glicosilacdo, O-glicosilacéo, acetilacdo, fosforilacdo e presenca de um pepti-
deo sinal. Além disso, a analise comparativa entre os modelos das apirases de R.
prolixus com membros das familias CD39, 5’ nucleotidase e Cimex mostrou que elas
possuem similaridade com a familia Cimex, as quais sdo dependentes de Ca?* para
a sua atividade no catabolismo de nucleotideos. As apirases facilitam a hematofagia
através da inibicdo da agregacao plaquetaria mediada por ADP no hospedeiro verte-
brado e seu estudo pode auxiliar no desenvolvimento de abordagens para prevenir a

transmissao da DC.

Palavras-chave: Triatomineos; Saliva; Apirase; Metabolismo de nucleotideos; Anali-
se bioinforméatica; Proteina recombinante; Doenc¢a de Chagas.



ABSTRACT

Chagas Disease (CD) is caused by the flagellated protozoan Trypanosoma cruzi,
which is transmitted among hosts by triatomines (Hemiptera: Reduviidae). CD is a
neglected and endemic disease in the Americas. In the saliva of triatomines, mole-
cules are found that counteract hemostasis and modulate the host's immune system.
Apyrases are molecules that catabolize nucleotides and nucleosides and interfere
with ADP-mediated platelet aggregation. Rhodnius prolixus is an important vec-
tor/transmitter of CD. The objectives of this study were to perform an in-silico analysis
of R. prolixus apyrases and to produce recombinant proteins in a heterologous pro-
karyotic expression system. Two sequences of R. prolixus apyrases (T1H8D6 and
T1H852) were characterized in silico, cloned into the expression vector pET17b (No-
vagen), and fused with a 6xHis tag for expression in a bacterial system using the
Escherichia coli BL21(DE3) strain. After transformation, selection, and cultivation of
bacterial clones, SDS-PAGE and Western blotting were performed to confirm the ex-
pression of recombinant R. prolixus apyrases. Apyrase activity was evaluated in solu-
tion and by zymography. Of the two R. prolixus apyrases, only the TIH8D6 protein of
approximately 40 kDa was expressed. The recombinant protein was observed in the
insoluble fraction as cellular aggregates, forming inclusion bodies that were prepared
and purified by affinity chromatography. The amino acid sequences of R. prolixus ap-
yrases have sites for N-glycosylation, O-glycosylation, acetylation, phosphorylation,
and the presence of a signal peptide. Furthermore, comparative analysis between
the models of R. prolixus apyrases and members of the CD39, 5' nucleotidase, and
Cimex families showed that they are similar to the Cimex family, which are dependent
on Ca?* their activity on nucleotides. Apyrases facilitate hematophagy by inhibiting
ADP-mediated platelet aggregation in the vertebrate host, and their study may help in

the development of approaches to prevent the transmission of CD.

Keywords: Triatomines; Saliva;, Apyrase; Nucleotide metabolism; Bioinformatics

analysis; Recombinant protein; Chagas Disease.
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1. INTRODUCAO

Em 1909, em Lassance, uma cidade de Minas Gerais, 0 médico sanitarista
Brasileiro e pesquisador Carlos Chagas na cidade de Minas Gerais, descreveu uma
nova doenca humana causada por um protozoario flagelado (Chagas, 1909). O pes-
quisador nomeou o parasita como Trypanossoma cruzi em homenagem ao cientista
Oswaldo Cruz. Chagas foi o primeiro na historia da medicina a descrever completa-
mente o ciclo da doenca identificando o vetor da doenca, o agente etioldgico, o re-
servatorio, os sintomas e as complicacdes clinicas (Kropf, 2009; Paiz Reyes, 2008).
O T. cruzi pertence a Familia Trypanossomatidae, e caracteriza-se pelo seu ciclo
heteroxeno tendo uma parte associada a um vetor e a outra a um hospedeiro mami-
fero.

A Doenca de Chagas é considerada pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) uma Doenca Tropical Negligenciada (DTN). As DTNs afetam em maior parte,
mas ndo somente, as camadas mais pobres da sociedade, estando presente em
regides de grande vulnerabilidade socioecondmica. Os paises subdesenvolvidos ou
em desenvolvimento sofrem sérias limitagdes, que sdo impostas as sociedades atin-
gidas pelas DTNSs, tais dificuldades incluem a falta de acesso aos centros de saude,
dificuldades no diagnéstico e tratamento (Dias et al., 2013).

O ciclo de transmisséo da DC inicia-se quando os vetores (Triatominae) ao
realizarem o repasto sanguineo nos seus hospedeiros vertebrados ingerem sangue
contaminado com as formas tripomastigotas sanguineas de T. cruzi. Em seu intesti-
no médio, os protozoarios ingeridos sofrem diferenciacées em suas formas epimas-
tigotas onde migram para o intestino posterior do barbeiro. Em funcdo do alto es-
tresse nutricional no intestino posterior, estes diferenciam-se nas formas infectantes
tripomastigotas metaciclicos que serdo excretados pelas fezes e urina. Os triatomi-
neos ao terminarem sua refeicdo desancoram o aparato bucal da pele do hospedeiro
deixando de secretar as proteinas presentes em sua saliva, o que pode desencade-
ar o prurido no local da picada. As coceiras podem levar a escoriacdes e lesdes su-
perficiais, que junto a outras lesGes ja existentes poderdo tornar-se uma porta de
entrada para o parasita alcancar a corrente sanguinea e infectar as células nuclea-
das do seu hospedeiro. (Ferreira, et al., 2023; Garcia et al., 2007; Santos, 2021).

A DC possui duas fases principais a fase aguda ou inicial da doenca, que é
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caracterizada pela presenca de sintomas inespecificos como febre persistente, dor
de cabeca, fraqueza, manchas avermelhadas na pele e inchaco das palpebras e a
fase cronica que pode surgir muitos anos apos a infec¢éo, que é caracterizada pela
sindrome dos megas: cardiomegalia, esplenomegalia, megaesdfago e megacélon.
Os tratamentos disponiveis consistem na administracdo de antiparasitarios como o
Benzonidazol e Nirfutimox, que séo eficazes apenas na fase aguda da doenca. Além
de ndo serem efetivos na fase cronica, a alta toxicidade dos medicamentos dificul-
tam a adesédo ao tratamento (Brener; Gazzinelli, 1997; Rassi et al., 2010).

Atualmente, existem pelo ou menos 6 milhdes de pessoas infectadas em 21
paises da América Latina, sendo a América do Sul o continente mais afetado. No
Brasil, a estimativa € de que haja cerca de um milhdo de pessoas infectadas pela
DC, sendo a doenca parasitaria que mais mata com 14.000 mortes anuais. Neste
sentido, torna-se imprescindivel que medidas governamentais objetivem a diminui-
cao da transmissdo da DC no Brasil e no mundo. Hodiernamente, o controle vetorial
€ um dos métodos mais efetivos na interrupcdo do ciclo de transmisséo do protozoa-
rio. Tais medidas levaram a uma diminuicdo nas taxas de infec¢do pela DC, que
passou de 18 milhdes de pessoas infectadas para cerca de 6 a 7 milhdes nos dias
atuais. (Hughes, 2013; WHO, 2018).

Ao longo do Século XVIII no ciclo da mineragdo do Brasil, as matas eram
bem preservadas e com baixa incidéncia de desmatamentos, ndo havendo registros
de adaptacdo dos triatomineos ao ambiente domiciliar. A domiciliacdo dos inicia-se
nos ciclos da agricultura e pecuaria, onde se tinha periodos de desmatamento inten-
so (Coura, 2003). Naturalmente, os animais silvestres constituem a fonte natural de
alimentacdo dos triatomineos. Por causa do desmatamento varias espécies silves-
tres perdem 0s recursos necessarios para a sua sobrevivéncia, sofrendo processos
de extingdo em massa. Por este motivo, 0s triatomineos passam a se alimentar do
sangue de animais domésticos e do homem, adaptando-se ao ambiente domiciliar e
peridomiciliar (Coura, 2003; Forratini, 2006).

Os movimentos migratorios de individuos infectados de areas rurais para ur-
banas e imigratérios para outros paises do globo alteraram a dindmica de transmis-
sdo da doenca, que vem se espalhando para &reas, que antes eram consideradas
nao endémicas como a Europa e a América do Norte. Neste sentido, € necessaria

uma maior atencao epidemiolégica para que os individuos infectados nessas areas
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sejam monitorados, a fim de controlar novos ciclos de transmissédo da doenca (Dias,
2007).

Além da transmisséo vetorial que € a mais disseminada, outras formas de
contaminagao séo relatadas na literatura, como a transmisséo oral por alimentos
contaminados mais comumente 0 acai e a cana-de-acucar, por transfusdo sangui-
nea, transplante de orgaos, transmissao vertical — da mée para o bebé -, e mais ra-
ramente por acidentes em laboratorio (Carvalho et al.,, 2018; Leal; De Oliveira,
2009).

Os vetores da DC séao insetos da Ordem Hemiptera e Subfamilia Triatomi-
nae, popularmente conhecidos como barbeiros. Sdo hematofagos e se alimentam do
sangue de animais endotérmicos, mais comumente aves e mamiferos. Segundo
Hwang; Weirauch (2012), a hematofagia na familia Reduviidae pode ter surgido co-
mo um evento evolutivo Unico ou advindo de transi¢des evolutivas independentes.

Os insetos hematéfagos no decorrer do repasto sanguineo injetam a sua sa-
liva nos tecidos do hospedeiro. O contetdo salivar possui uma biblioteca de molécu-
las que auxiliam na superacgéo dos processos hemostéaticos do hospedeiro. A hemos-
tasia € um processo natural do corpo humano em que os tecidos lesionados agem
para interromper a perda de sangue. Tal resposta fisiolégica pode bloquear o elo en-
tre o vetor e o hospedeiro vertebrado, impedindo o sucesso alimentar do inseto he-
matofago. A fim de contornar as barreiras naturais, a saliva dos triatomineos evoluiu
para neutralizar os mecanismos fisiol6gicos naturais dos seus hospedeiros, atuando
na contraposi¢ao dos processos hemostaticos (Silva, 2009).

No ambiente silvestre os triatomineos se domiciliam préximo a arvores como
palmeiras, que se caracterizam como seu eco6topo natural. As aves e mamiferos
constituem a preferéncia alimentar de triatomineos e usam estes espagos para ar-
mar suas tocas e ninhos. Os triatomineos em seu ambiente silvestre usam estes lo-
cais como ecOtopos naturais, uma vez que se aproximam de animais que sdo fonte
alimentar. As acfes antropicas exercem uma forte pressdo sobre a fauna. Com a
devastacdo do ambiente natural e a perda do habitat silvestre, as espécies tendem a
migrar para ambientes urbanos e rurais, proximos a regides domiciliares e peridomi-
cilares em busca de alimento, resultando no aumento da frequéncia do contato ve-
tor-humano (Diotaiuti et al., 1998; Forattini et al., 1971; Galvdo, 2014; Schofield,
1988).
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Algumas espécies de triatomineos se adaptaram a conviver em espacos que
também sdo ocupados pelo homem. A domiciliacdo em triatomineos € descrita na
literatura principalmente para os géneros Rhodnius e Triatoma, sendo as espécies
Triatoma Dbrasiliensis (Gurgel-Gongalves, 2008), Triatoma infestans (Gurgel-
Goncalves, 2008; MacCord; Jurberg; Raymundo, 1983), Triatoma sordida (Da Silva
et al., 2010; Forratini et al., 1983) e Rhodnius neglectus (Diotaiuti; Dias, 1984; Rodri-
gues, 2009) sinantrépicas, ou seja, que colonizam habitacdes humanas e 0s seus
arredores (Schofield; Diotaiuti; Dujardin, 1999).

Tendo em vista que o controle vetorial no ambiente domiciliar e peridomiciliar
constituem-se como estratégias efetivas para o controle da DC, é imprescindivel que
estudos extensivos acerca da distribuicdo, dispersdo e mecanismos de transmisséo
na interacao vetor hospedeiro, ajudem na compreensdo de novas estratégias para o

controle da infeccéo pela DC (Vinhaes; Dias, 2000).

1.1. TRIATOMINEOS

Os triatomineos sao popularmente conhecidos como barbeiros e caracteri-
zam-se como ectoparasitas solenofagicos; retiram o sangue diretamente das vénu-
las ou arteriolas da pele de vertebrados. Comumente possuem o habito de defecar
durante ou apés a alimentacéo de sangue, e quando infectados pelo T. cruzi liberam
0s parasitos em suas fezes ou urina (Alevi et al., 2021).

A subfamilia Triatominae se difere dos outros membros da familia Reduvii-
dae por serem estritamente hematéfagos. Diferentemente dos hemipteros predado-
res que possuem a probdéscida curvilinea, os triatomineos possuem a probdscida

praticamente retilinea e dividida em trés segmentos (Figura 1) (Neves et al., 2016).
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Figura 1. Vista lateral (a-c) e dorsal (d-f) dos insetos da ordem Hemiptera de acordo com os habitos
alimentares. Vista lateral (a) Fitéfago, probdscida longa que ultrapassa ventralmente o primeiro par de
patas (b) Predadores, probdscida curvilinea. (c) Hematofagos, probéscida retilinea dividida em trés
segmentos (d) Panstrogylus (e) Triatoma (f) Rhodnius. Fonte: Neves et al., 2016.

No Brasil atualmente trés géneros apresentam importancia epidemioldgica:
Panstrongylus, Triatoma e Rhodnius, em virtude de sua distribuicdo geografica nos
estados brasileiros, podem ser encontrados no ambiente silvestre, domicilio e peri-
domicilio e séo eficientes no processo de transmissdo do T. cruzi. Esses, por sua
vez podem ser distinguidos quanto as suas caracteristicas anatémicas (Neves et al.,
2016; Santiago et al., 2020):

v Panstrongylus: possui cabeca mais curta e estreita, com formato trian-
gular e as antenas séo implantadas bem préximas aos olhos.

v' Triatoma: cabec¢a alongada e delgada e as antenas estao inseridas em
um ponto médio entre os olhos e o clipeo — extremidade anterior da cabeca -

v Rhodnius: cabeca mais alongada e estreita e as antenas sédo implan-
tadas proximas ao clipeo.

Os insetos adultos chegam a medir cerca de 1 a 4 cm de comprimento, e em
sua fase adulta desenvolvem dois pares de asas, as quais, a superior constitui-se de
uma asa mais endurecida, enquanto a inferior € mais fina e membranosa. O termo
Hemiptero, refere-se comumente as asas desses insetos, que sdo metade membra-
nosas (mais finas) e metade coriaceas (mais espessas). Estima-se existir mais de
140 espécies de triatomineos com habitos e comportamentos heterogéneos, alguns
vivendo exclusivamente no ambiente silvestre, enquanto outros se adaptaram bem
ao convivio rural e urbano (Schofield; Galvéao, 2009).

Evolutivamente os Triatominae formam grupos polifiléticos, ou seja, um ta-
xon que inclui alguns, mas néo todos os descendentes de um mesmo ancestral em
comum. Essas evidéncias ganharam forca principalmente devido a observacdo de
acentuadas diferencas morfologicas e na fisiologia das glandulas salivares de Rho-
dniini e Triatomini (Schofield, 1988; Schofield; Galvao, 2009).

A cabeca dos triatomineos geralmente é alongada e provida de um aparato
bucal do tipo picador-sugador constituido de um par de mandibulas serrilhadas e um
par de maxilas escavadas na face interna em que ambas apresentam forma pontia-
guda (Figura 2).
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Figura 2. Corte transversal esquematizando a estrutura da peca bucal de uma ninfa de quinto
estadio de Rhodnius prolixus. Fonte: Araujo et al., 2012.

Os triatomineos sdo insetos hemimetéabolos, assim sendo, se desenvolvem
do ovo aos estagios de ninfa - 1° ao 5° estagio -, antes de chegarem a fase adulta.
Uma caracteristica que os distingue, é que diferentemente de outros insetos hemato-
fagos tais como mosquitos e flebotomineos onde apenas as fémeas se alimentam
de sangue, neles tanto os machos como as fémeas possuem habitos hematéfagos.
As ninfas além de se alimentarem de sangue desde 0s seus primeiros estagios de
vida, também transmite o T. cruzi (Galvéo, 2014; Lima, 2017).

Ao realizarem o repasto sanguineo, os triatomineos ancoram o fasci-
culo na superficie da pele do hospedeiro, enquanto musculos que controlam as ma-
xilas atravessam a derme. Cada estilete das maxilas formam dois canais indepen-
dentes, um alimentar central e um alimentar estreito. Ap6s penetrarem a derme, ini-
cia-se a fase de sondagem, onde o par de maxilas ficam juntas e realizam movimen-
tos oscilatorios parecidos com um chicoteado, a fim de encontrar um vaso sangui-
neo (De Araujo et al., 2012).

Segundo Lavoipierre et al., 1959, durante a fase de sondagem o triatomineo
poderd retrair a maxila, porém mantendo a mandibula presa a pele e as bombas de
succao inativas. Ao detectar um vaso sanguineo as maxilas atuam como uma céanu-
la, perfurando a parede deste vaso e iniciando o processo de succdo do sangue,
também conhecida como fase de ingurgitamento (Figura 3). Na saliva uma mistura
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de diversas moléculas é injetada, incluindo proteinas, com o objetivo de contrapor o

aparato biologico do hospedeiro (Santiago et al., 2020).

Figura 3. Desenho esquemaético dos estagios de insergcdo do fasciculo na pele do hospedeiro e
0 processo de sucgdo dos triatomineos. (a) Ancoramento do fasciculo na pele do hospedeiro e
inser¢éo das maxilas na derme do hospedeiro. (b) Fase de Sondagem: movimentos oscilatérios (chi-
coteado) em busca de vasos sanguineos (c) Fase de ingurgitamento: as maxilas perfuram o vaso
sanguineo e a succdo do sangue ocorre por meio das bombas faringeas e cibariais Fonte: Lavoipier-
re et al., 1959.

De acordo com Dias & Coura (1997) todos os triatomineos sdo capazes de
transmitir a Doenca de Chagas, desde que sejam contaminados com o T. cruzi.
Quando esses animais ingerem o sangue contaminado de mamiferos ou aves, o0s
barbeiros sao infectados e podem transmitir o parasita para outros animais e para 0s
seres humanos. Os barbeiros sdo assim conhecidos porque picam principalmente a
face dos animais 0s quais se alimentam. Entretanto, 0 nome pode estar associado a
pratica de sangria, uma vez que se alimentam exclusivamente de sangue (de Re-
zende; Rassi, 2008).

As glandulas salivares (GS) dos triatomineos desempenham um papel fun-
damental para o sucesso alimentar e a obtencéo de sangue. Essas, possuem uma
grande diversidade quanto ao numero de glandulas, tamanho e forma nas diferentes
espécies de triatomineos. Normalmente, as glandulas estédo situadas na regido tora-
cica, porém as vezes se deslocam para a regido abdominal em resultado dos movi-

mentos peristélticos de 6rgdos vizinhos (Lacombe, 1999). As GS produzem uma
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grande diversidade de moléculas como proteinas e transcritos de mRNA capazes de

modular as respostas do hospedeiro (Santiago et al., 2020).

1.2. RHODNIUS PROLIXUS

E um dos principais vetores da doenca de Chagas, uma vez que sdo insetos
gue convivem nos mesmos espacos ocupados pelo ser humano. Rhodnius prolixus
(Hemiptera, Reduviidae, Triatominae) é uma espécie que possui preferéncia quase
exclusivamente pelo ambiente domiciliar e peri-domiciliar. E esté distribuido na regi-
ao norte da América do Sul — Venezuela, Coldmbia e América central — onde atuam
como o0s principais vetores da DC. Em outros paises como o México, Nicaragua,
Guatemala, Honduras, El Salvador, Costa Rica, norte do Brasil e Panama, sdo um
dos mais importantes, porém ndo os Unicos transmissores da DC (Anhé et al., 2011,
Hashimoto; Schofield, 2012).

Gurgel-Goncalves e colaboradores (2010), descreveram que até 1950 todos
0s espécimes coletados no centro do Brasil que pertenciam ao género Rhodnius fo-
ram identificados como R. prolixus. Apos 1954, novas aparicbes do género foram
observadas, como a espécie Rhodnius neglectus, principalmente na regido Sudeste
— Minas Gerais e Sao Paulo — e Centro-Oeste no estado de Goias. Ademais, R. pro-
lixus também é uma espécie encontrada nas zonas de transicdo Amazénia-Cerrado.

O género Rhodnius, incluindo as espécies R. prolixus, R. neglectus, R. ro-
bustus e R. nasutus séo vetores diligentes na transmissdo do T. cruzi dado que es-
tdo frequentemente associados as infestacfes domiciliares. No entanto, apesar da
sua grande tendéncia a domiciliacdo, a maioria das espécies do género vivem em
hébitat arboreo, na copa das arvores. Ademais, apresentam um rapido ciclo de de-
senvolvimento, e, possuem, o habito de defecarem logo apds a alimentacdo o que
os tornam competentes na transmissao da DC (Anhé, 2011; Gurgel-Gongalves et al.,
2008).

1.3.SIALOMA

No extrato salivar dos triatomineos sao encontrados, um conjunto de molé-
culas secretadas durante o repasto sanguineo para superar o processo de hemosta-

sia do hospedeiro. O sialoma constitui-se como um conjunto de proteinas e transcri-
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tos de mRNA (RNA mensageiro) presentes no extrato salivar de alguns animais. A
adequacdo a alimentacdo sanguinea envolve a evolucdo de bibliotecas salivares
que ajudaram insetos hematéfagos a superarem as respostas naturais do hospedei-
ro frente as lesdes teciduais. Deste modo, este conjunto de proteinas e transcritos
salivares podem atuar em diferentes alvos hemostaticos, como a agregacéao plaque-
taria, coagulacdo sanguinea, vasodilatacdo, anti-inflamatérios e imunomoduladores
(Andersen et al., 2009).

As moléculas do conteudo salivar articulam-se de maneira sinérgica e coor-
denada, atuando muitas vezes, em um mesmo alvo hemostatico, a fim de promover
uma maior eficiéncia no processo de obtencdo do alimento. Por essa razdo, esse
conjunto de proteinas e transcritos sdo fundamentais para que os triatomineos se
tornem invisiveis ao seu hospedeiro, resultando em um repasto sanguineo sem in-
terrupcdes e garantindo a sobrevivéncia do inseto (Costa, 2021; Francischetti, 2010;
Rosa 2014). Os compostos salivares sao fundamentais para que insetos hematofa-
gos obtenham elevadas taxas de sucesso alimentar. Sendo assim, ao menos trés
tipos de moléculas sdo encontrados na saliva desses animais: aquelas que teréo
como fungé@o promover a vasodilatacdo aumentando o calibre dos vasos sanguineos
e uma maior circulacdo de sangue, aquelas que inibem a formacgédo de coagulos in-
terferindo nas etapas da cascata de coagulacéo, aquelas que inibem a agregacéo de
plaguetas e em alguns casos aquelas que promovem a anestesia no local da picada
(Andersen et al., 2005; Ribeiro et al., 2004).

Ao explorar o sialoma de R. prolixus encontrou-se uma ampla diversidade de
familias de proteinas com funcdes relacionadas sobre os mecanismos moleculares
hemostaticos do hospedeiro. Das proteinas diferencialmente expressas, Ribeiro e
colaboradores (2004) descrevem que as lipocalinas e nitroforinas constituem maior
parte do grupo de transcritos associados a produtos de secrecdo. Outras familias de
proteinas também sdo encontradas como apirases, palidipinas e triabinas.

As lipocalinas séo proteinas extracelulares de baixa massa molecular, cerca
de ~20 kDa e estrutura tridimensional bem conservada entre as espécies. Entretan-
to, apesar da similaridade entre as estruturas secundarias e terciarias da proteina,
essa possui uma baixa identidade na sequéncia de aminoacidos sendo uma familia

bastante heterogénea (Andersen et al., 2005; Santos, 2021).
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As nitroforinas (NPs) sdo hemeproteinas capazes de armazenar e se ligar as
moléculas de oxido nitrico (NO). Pesquisadores demonstram que a coloracao aver-
melhada encontrada nas glandulas salivares do género Rhodnius, esta relacionada
a alta concentracdo de NPs. Este grupo de lipocalinas representam cerca de 50%
das proteinas salivares totais em R. prolixus. De modo oposto, os pares de glandu-
las salivares em Triatominae séo incolores, em funcédo da auséncia dessas protei-
nas. Durante o repasto sanguineo, as NPs séo liberadas diretamente no tecido do
hospedeiro onde se difundirdo a fim de promover vasodilatacdo (Andersen et al.,
2005; Ribeiro et al., 1995). Outras familias de proteinas também s&o encontradas na

saliva como apirases, palidipinas e triabinas.

1.4. APIRASES

As apirases pertencem a uma familia de enzimas que esta presente em uma
variedade de organismos como artropodes hematéfagos, plantas, protozoarios, ma-
miferos e vermes nematoides. Molnar; Lorand (1961) enfatizam que “apirase” € um
termo coletivo, pois ao invés de designar uma Unica enzima, referem-se as familias
de enzimas capazes de hidrolisar nucleotideos. O termo apirase foi cunhado primei-
ramente por Meyerhoff (1945) para caracterizar enzimas capazes de catabolizar nu-
cleotideos e seus derivados.

Essas enzimas podem desempenhar diferentes papéis nos organismos, en-
tretanto sua principal funcdo € de uma NTPDase - nucleosideo trifosfato difosfohi-
drolases (EC 3.6.1.5) -, ou seja, uma enzima que catalisa a hidrélise de ligacfes fos-
fodiéster de nucleosideos trifosfatos como a adenina e guanina — ATP, GTP — con-
vertendo-os em seus respectivos nucleosideos difosfatos — ADP, GDP - e monofos-
fatos — AMP, cAMP, GMP, cGMP — na presenca de cétions bivalentes - Caz*, Mgz*
Mn?* e Zn?* - promovendo a liberacdo de fosforo inorganico. (Charneau et al., 2007;
Hughes, 2013; Ribeiro; Garcia, 1980; Sarkis et al., 1986; Valenzuela et al., 2001).

O sistema purinérgico esta intimamente relacionado ao papel das apirases
uma vez que essas enzimas ao atuarem no metabolismo extracelular de nucleoti-
deos — moléculas sinalizatorias — e ao se ligarem aos seus receptores de membra-
na, podem modular alguns mecanismos celulares, fisiolégicos e imunes (Cardoso;
Manfredi; Maciel, 2021).

23



E de conhecimento que os artrépodes vetores de organismos causadores de
doencas infecciosas em humanos e vertebrados possuem atividade apirasica sali-
var: Anopheles vetor da malaria (Ribeiro; Rossignol; Spielman, 1985), Aedes vetor
da dengue (Ribeiro et al., 1984), Glossina vetor da doenca do sono africana (Mant;
Parker, 1981), Triatoma (Faudry et al., 2004), Rhodnius (Sarkis; Guimaraes; Ribeiro,
1986; Ribeiro; Garcia, 1980) e Panstrogylus (Nevoa et al., 2018) vetores da doenca
de Chagas, Lutzomyia vetor da Leishmaniose (Valenzuela et al., 2001) e Ornithodo-
ros (Mans et al., 1998) vetor da doenga de Lyme.

Nas glandulas salivares sédo encontradas diversas proteinas e transcritos com
variadas funcgfes. A apirase, uma dessas, possui um papel fundamental para que os
triatomineos garantam sucesso em sua alimentacdo durante o repasto sanguineo,
pois a secre¢cdo dessa proteina, inibe o processo de agregacao plaquetaria mediada
pela hidrélise do ADP, um importante indutor do processo da agregacéo plaquetaria
(Pires, 2006; Ribeiro; Garcia, 1980; Ribeiro et al., 1984; Rosa, 2013; Santiago,
2016).

Acredita-se que alimentacdo de sangue evoluiu pelo processo de evolugéo
convergente, ou seja, de forma independente entre os diferentes grupos de insetos
hemato6fagos. A atividade da apirase salivar esta intrinsecamente ligada ao processo
de succdo de sangue e repasto sanguineo, que também ocorreu de forma distinta
durante o processo evolutivo. Deste modo, organismos aparentados podem ter evo-
luido a partir de diferentes familias de apirases salivares (Valenzuela et al., 1998).

Quando artrépodes hematofagos realizam o repasto sanguineo, inserem o
aparato bucal na pele do hospedeiro perfurando pequenas vénulas e arteriolas a fim
de obter acesso livre ao sangue. Concomitante, com a injuria tecidual de células en-
doteliais lesionadas, nucleotideos séo liberados no espaco extracelular. Os nucleoti-
deos tri e difosfatados como o ATP e ADP atuam na sinalizacdo e modulacédo da
hemostasia e do sistema imune do hospedeiro. A saliva injetada possui uma infini-
dade de proteinas que ja foram elucidadas e outras que ainda precisam ser investi-
gadas por meio de analises de transcriptoma. As apirases, sdo uma familia de enzi-
mas que hidrolisam ligacbes fosfato de nucleotideos, clivando substratos como o
ADP transformando-os em AMP + pi, e resultando na inibicdo da agregacgao plaque-
taria mediada pelo ADP (Figura 4) (Araujo et al., 2012; Dai et al.,2014).
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Figura 4. Representacdo esquematica da inibicdo da agregacado plaquetaria induzida por Api-
rase de Triatoma infestans. O triatomineo ao ancorar o aparato bucal na pele do hospedeiro injeta
um conjunto de proteinas presentes na saliva, entre elas a apirase. Ap6s o dano tecidual causado
pela picada, o mecanismo de agregacao plaquetaria é alcancado quando o ADP se liga aos recepto-
res de membrana P2Y e P2Y12, promovendo um aumento de Ca2+ intracelular e a redugdo dos ni-
veis de cAMP. Conforme esquema representado na imagem (parte inferior) a apirase desfosforila as
moléculas de ATP > ADP > AMP, posteriormente cliva o fosfato do AMP deixando a molécula de
adenosina livre, que resulta em uma atividade anestésica no local da picada. Fonte: Araujo et al.,
2012.

Alguns estudos reforcam a potente acdo das enzimas apirases como potentes
antiagregadores plaquetarios. Moeckel e colaboradores, (2014) estdo desenvolven-
do uma nova terapia utilizando a apirase humana (CD39L3) a fim de atenuar o de-
senvolvimento de infarto agudo do miocardio em cdes e camundongos. A pesquisa
tem demonstrado um grande potencial biotecnolégico da enzima, que pode ser ca-
paz de eliminar a formacao de coagulos sanguineos (Crunkhorn et al., 2014).

Em bactérias do género Shigella flexneri a atividade apirasica esta relaciona-
da ao aumento da patogenicidade bacteriana, que modula a resposta imune do hos-
pedeiro infectado através da hidrélise de nucleotideos extracelulares durante o seu
crescimento exponencial (Babu et al, 2002; Perruzza et al., 2023). Em plantas, a api-
rase foi atribuida como responsavel pelo processo de crescimento, desenvolvimento,
resisténcia a toxinas e resposta a estimulos externos como por exemplo quando
uma planta é estimulada pelo toque. (Shibata et al., 1999; Gosh, 1998). Em mamife-
ros as apirases estdo associadas a participacdo nos processos de sinalizagédo celu-

lar, modulacdo da resposta imune, processo de agregacao plaqguetaria e no catabo-
25



lismo de nucleotideos intracelulares (Zimmerman; Zebisch; Strater, 2012; Silva,
2018).

Segundo Hughes (2013), as apirases animais sdo divididas em trés familias
principais, sendo elas a Cimex, 5’ nucleotidases e CD39.

1.5.CIMEX

As apirases desta familia recebem este nome, pois foram identificadas inici-
almente em C. lectularius. Essas enzimas estdo envolvidas no processo de contra-
posi¢cdo da hemostasia do hospedeiro durante o repasto sanguineo ao removerem o
fosfato inorganico do ATP e ADP e inibirem o processo de ativacdo e agregacao
plaquetaria. As apirases desta familia sdo exclusivamente dependentes do Ca?* e,
ao contrario de outras apirases, ndo podem ser ativadas por Mg?*, Mn?* ou Zn?*. Os
organismos que produzem essa familia de proteinas apirases inclui os Cimidae, co-
nhecido popularmente como percevejos e os flebotomineos dos géneros Phleboto-
mus e Lutzomia (Valenzuela et al., 1998). Outrossim, proteinas homélogas a familia
Cimex também foram relatadas em humanos e camundongos (Dai et al., 2014; Va-
lenzuela et al., 1998)

1.6.5 NUCLEOTIDASES

A familia 5’ nucleotidase (5'ND) esta relacionada a regulacéo da reposta sina-
lizadora em nivel intracelular. S&do enzimas dependentes dos ions Ca?* ou Mg?*. Po-
dem ser encontradas em uma variedade de organismos, tanto em vertebrados como
em invertebrados, como por exemplo triatomineos Triatoma infestans (Faudry et al.,
2004), dipteros Anopheles gambiae (Lombardo et al., 2000), A. aegypti (Champagne
et al., 1995), Culicidae (Champagne et al., 1995), carrapatos Rhipicephalus micro-
plus (Liyou et al., 1999) e Ornithodoros savignyi (Stutzer et al., 2009) sao organis-
mos que pertencem a esta familia de apirases (Champagne et al., 1995; Hughes,
2013).

O aumento da concentracdo de ATP extracelular pode indicar alguns proble-
mas, por este motivo a acao das ectonucletotidases (E-DNTPs) podem controlar o

aumento local dessas moléculas. De modo geral, a adenosina € um metabdlito pro-
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duzido a partir da hidrolise do ATP que funciona como uma molécula regulatoria limi-
tando os processos inflamatorios.

As 5’ND atuam como fosfo-monoesterases, ou seja, enzimas que catalisam a
hidrélise de ésteres fosféricos da ligacédo ribose-5-fosfato dos nucleotideos. Em
mamiferos essa enzima é encontrada principalmente no tecido hepatico, mas tam-
bém abundantes no tecido renal e seminal. Sua principal funcédo € a hidrdlise do
AMP extracelular. Alguns trabalhos indicam que essa enzima é um sensivel marca-
dor de membrana. Elevadas taxas dessa enzima podem estar relacionadas ao cres-
cimento de tumores, dado que a desregulacdo e o mau funcionamento do sistema
purinérgico contribuem para o desenvolvimento de diversas patologias. Além disso,
as ecto-5’-NT participam das interacbes célula-célula e célula-matriz extracelular.
(Campesato, 2010; Huang et al., 2021; Wang, 2008).

Champagne e colaboradores (1995) destacam que as apirases descritas em
vertebrados carregam uma assinatura de um dominio C-terminal hidrofébico, e en-
contram-se na membrana de vertebrados ancoradas ao glicosilfosfatidilinositol (GPI).
Em artrOpodes nota-se a auséncia dessa regido C-terminal, assim como mdultiplas
substituicGes em residuos de aminoacidos como a mudanca de isoleucina (ILE) por
leucina (LEU) e valina (VAL). A perda do dominio C-terminal em artropodes hemato6-
fagos que pertencem a familia 5’ND corroboram para o fato de que apos a perda do
dominio passaram a ser secretadas nas glandulas salivares, sendo encontradas em

sua forma soluvel.

1.7.CD39

As CD39/NTPDase 1 séo proteinas homdélogas do antigeno de células B hu-
manas. Necessitam de Ca?* ou Mg?* para serem ativadas. Sdo encontradas na su-
perficie celular e ancoradas a membrana plasmatica. Estdo presentes no tecido vas-
cular e em células do sistema imune: NK, células B, células dendriticas, mondcitos,
macrofagos e ceélulas T reguladoras. Além disso, o CD39 foi primeiramente identifi-
cado como um marcador de superficie em células B linfoblastéides ap6s sensibiliza-
¢cdo com o virus Epstein-Barr (EBV) (Wang; Guidotti, 1996). Estéo relacionadas com
o controle da sinalizacao celular mediados por nucleotideos tri e difosfatados, inclu-

indo a agregacgdo plaquetaria e a transmissao sinaptica. Varios organismos como
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bactérias, plantas, protozoarios, fungos e invertebrados expressam o CD39 (Faliler;
Braun; Zimmerman, 2002; Hughes; 2013, Pires, 2006; Silva, 2018).

O CD39 endotelial metaboliza o ADP que é liberado durante a ativacdo pla-
quetaria. Em 2019, Li e colaboradores demonstraram que elevados niveis de CD39
em células estromais e endoteliais correlacionam-se com o desenvolvimento de um
microambiente tumoral, devido a sua atividade celular imunossupressora. O grupo
estudou o impacto do CD39 no crescimento tumoral, demonstrando que camundon-
gos deficientes em CD39 apresentavam uma maior resisténcia ao desenvolvimento
de metastases. Sendo assim, o metabolismo de nucleotideos promove alteracdes na
sinalizacdo das purinas que exerce um papel na disseminacdo do cancer colorretal.
No estudo, baixos niveis de mMRNA de CD39 estavam relacionados a uma maior so-
brevida dos camundongos assim como uma formacéao tardia de metastases. (Kunzli
et al., 2011).

1.8.ESTRUTURAS CRISTALIZADAS DAS TRES FAMILIAS DE APIRASES

Além da afinidade por diferentes substratos de nucleotideos e nucleosideos e
ions divalentes, os modelos tridimensionais das familias de apirases podem divergir
guanto as suas sequéncias de residuos de aminoacidos (Jumper et al., 2021). A api-
rase de C. lectularius assume uma conformacado de estrutura toroidal com um nucleo
central enquanto a apirase 5’ nucleotidase de H. sapiens é um homodimero ancora-
do em GPIl a membrana extracelular. A apirase de Rattus novergicus € composta por
dois dominios estruturais e quatro cadeias polipeptidicas (Figura 5) (Dai et al., 2014;
Battarai et al., 2020; Zebisch et al., 2012).
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Figura 5. Representagcdo das estruturas tridimensionais cristalizadas gerada pelo Alphafold
das trés familias de apirases. (A) Apirase de H. sapiens cddigo PDB (1S18) cristalizada mais apa-
rentadas a familia Cimex, Dai et al., (2014); (B) Apirase de H. sapiens cddigo PDB (6 TVG) cristaliza-
da pertencente a familia 5' nucleotidase (CD73), Battarai et al., (2020); (C) Apirase de R. novergicus
cédigo PDB (3ZX3) pertencente a familia NTPDasel/CD39, Zebisch et al., (2012).
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2. JUSTIFICATIVA

Os triatomineos sé&o fundamentais para o desenvolvimento das formas infec-
tivas do protozodario flagelado T. cruzi, logo, esses tornam-se importantes alvos de
estudos para o desenvolvimento de estratégias que minimizem o contato vetor-
humano. A espécie R. prolixus merece bastante atencéo, pois ja foram relatadas na
literatura a ocorréncia da espécie proximo as habitacdes humanas (Silva et al.,
1991).

Quando se trata de doencas que possuem ciclos heteroxénicos, 0 sucesso
do ciclo de transmissédo depende da competéncia do vetor na transmissao de agen-
tes patogénicos. Ademais, as proteinas e transcritos salivares do vetor assumem um
papel importante na contraposicdo da hemostasia do hospedeiro. A elucidacdo des-
tas moléculas sao fundamentais para criar mecanismos capazes de minimizar o su-
cesso dos triatomineos em realizarem o repasto sanguineo, e assim, reduzir as ta-
xas de transmissdo da DC em zonas endémicas. Araujo e colaboradores (2012) su-
gerem que diferentes abordagens podem ser utilizadas como barreiras ao sucesso
alimentar de insetos hemato6fagos, como por exemplo, o desenvolvimento de protei-
nas sintéticas ou moléculas associadas a peptideos que possam inibir os componen-
tes salivares de triatomineos.

As moléculas salivares constituem-se como promissores alvos biotecnoldgi-
cos. Alguns farmacos foram produzidos ou estdo em fases de testes como o potente
anticoagulante Bivalirudina produzido a partir de moléculas salivares de Hirudinea
(Blaya et al., 1988), Maxadilan um peptideo vasodilatador com propriedades imuno-
modulatorias isolado do componente salivar de Lutzomia longipalpis (Aires et al.,
2005; Tatsuno et al., 2001), outros como Votucalis uma molécula analgésica encon-
trada na saliva de Rhipicephalus appendiculatus (Alrashdi, 2022).

Neste sentido, torna-se de suma importancia o estudo da biologia e fisiologia
dos triatomineos para um efetivo controle vetorial. As proteinas farmacologicamente
ativas na saliva dos vetores além de alvos biotecnolégicos, também podem por outro
lado, servir de modelo para a produgdo de moléculas antigénicas, a fim de neutrali-
zar a interacao proteina-proteina do vetor com os substratos do hospedeiro (Araujo,
2012).

30



3. OBJETIVO
3.1.0BJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho é realizar a analise in silico e in vitro das api-

rases T1H8D6 e T1H852 de R. prolixus, vetor da doenca de Chagas.

3.2.ETAPAS

—> Realizar a analise in silico das apirases de R. prolixus (Uniprot TLH8D6 e Uni-
prot T1H852);

—> Comparar os modelos das estruturas tridimensionais das apirases de R. prolixus
(Uniprot TIH8D6 e Uniprot TIH852) com apirases mais bem caracterizadas na lite-

ratura por meio de abordagens computacionais;

—> Produzir as apirases de R. prolixus em um sistema de expressao em Escherichia
coli;
—> Purificar as apirases recombinantes por cromatografia de afinidade;

—> Testar a atividade das apirases em ensaios de hidrélise de nucleotideos.
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4. METODOLOGIA

A Figura 6 representa o fluxo esquematico da metodologia empregada para
alcancar os objetivos propostos neste trabalho. Deste modo, foram delineadas duas
etapas principais, uma in silico por meio de abordagens computacionais e outra in
vitro na producéo e purificacdo das apirases recombinante s TIH8D6 e T1H852 de

R. prolixus.

Andlise de Bioinformética Transformacgéao, Indugéo e Andlise da expressédo da
in silico Expressao da proteina proteina recombinante
Recombinante

Purificagé@o da Apirase

F

igura 6. Representacédo esquemética da metodologia empregada para as analises in silico e in
vitro das apirases T1H8D6 e T1H852 de R. prolixus. A metodologia empregada envolve o uso de
abordagens in vitro e in silico para o estudo da apirase T1H8D6 de R. prolixus.

4.1.ANALISES IN SILICO DAS SEQUENCIAS DAS APIRASES DE RHODNIUS
PROLIXUS

As sequéncias putativas das apirases de R. prolixus (T1H852 e T1H8D®6) fo-

ram obtidas por meio da plataforma Uniprot! (https://www.uniprot.org). A sequéncia

da apirase de H. sapiens foi obtida pelas plataformas Protein Data Bank
(https://www.rcsb.org/structure/1S18) e Uniprot (https://www.uniprot.org/unipro
tkb/Q8WVQ1/entry). O alinhamento foi realizado pela plataforma MUSCLE (Clus-

talW) (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) um programa que produz sequén-

cias de alinhamentos biologicamente significativos de sequéncias de DNA e protei-

nas divergentes entre si. As estruturas tridimensionais da apirase de H. sapiens e R.
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prolixus foram feitas pelo software Pymol (https://pymol.org/). Além disso, para a

predicdo de caracteristicas fisico-quimicas da apirase, foram realizados testes in
silico com o objetivo de conhecer tais propriedades. O servidor Signal P 5.0 foi utili-
zado para prever a existéncia de peptideo sinal a partir da sequéncia de aminoaci-
dos da proteina de interesse (Almagro Armenteros et al., 2019); Secretome P 2.0
indica a presenca do peptideo sinal a partir da via ndo classica de secrecao (Ben-
dtsen et al., 2005); A predicdo dos motivos de N-glicosilagéo foi feita pela plataforma
NetNGlyc (GUPTA; JUNG; BRUNAK, 2004) e NetOGlyc 4.0 usado pra predizer sitios
de O-glicosilacdo (Steentoft et al., 2013); TMHMM 2.0 (Mdller, Croning, Apweiler,
2001) localiza a presenca de dominios transmembrana; NetSurf 2.0 que prediz a
estrutura secundaria a partir da estrutura priméria de uma proteina (Klausen et al.,
2018); Espript 2.0 indica niveis de semelhanca entre sequéncias de estruturas pri-
marias e secundaria (Robert; Gouet, 2014); NetPhos 3.1 faz a predicéo de residuos
de serina, tirosina e treonina fosforilados (Blom et al., 2004); GPS-Pail 2.0 para a
predicdo de sitios de acetilacdo em lisinas (Deng et al., 2016); Alphafold2 para a
modelagem da proteina e construcdo do modelo tridimensional da proteina (Mirdita

et al., 2022); MEGAL11l para a predicdo das relacdes filogenéticas das familias de

apirases (Tamura; Stecher; Kumar, 2021).

4.2.CLONAGEM DAS SEQUENCIAS DE APIRASES DE RHODNIUS PROLIXUS
NO VETOR DE EXPRESSAO

As sequéncias das apirases de R. prolixus (Uniprot TIH8D6 e Uniprot
T1H852) foram clonadas no vetor de expressdo pET17b e disponibilizadas pelo Dr.
José Marcos Ribeiro do National Institutes of Health (NIH), EUA. O plasmideo foi
coédon otimizado para o sistema de expressdao em E. coli de modo a melhorar a ex-
pressdo da proteina recombinante. Para a clonagem do vetor de interesse pET17b
(Figura 7), foram utilizadas as enzimas de restricao Ndel e Xhol para a insercao das
sequéncias de DNA que codificam para as apirases de R. prolixus, com a adicao de
uma cauda 6XHis fusionada na por¢cao C-terminal anterior ao codon de parada.
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Figura 7. Representacdo do plasmideo pET17b, usado neste estudo, com aproximadamente 3,3
kb.

4.3.EXPRESSAO DAS APIRASES DE RHODNIUS PROLIXUS EM ESCHERICHIA
COLl

Apbs a clonagem das sequéncias no vetor, bactérias competentes de E. coli
da cepa BL21 (DE3), foram utilizadas para a transformacdo. O método empregado
foi o do choque térmico, que consiste em submeter as células competentes a mu-
danca brusca de temperatura resultando na criagdo de poros na membrana, de mo-
do a facilitar a entrada do DNA plasmidial no interior da célula (Froger; Hall,
2007). Resumidamente, as células competentes foram descongeladas em gelo por
15 min, em seguida foram incubadas com 10 ng de cada plasmideo de interesse
(contendo as sequéncias das apirases de R. prolixus Uniprot TIH8D6 ou Uniprot
T1H852) e foram homogeneizadas com movimentos leves e incubadas por 30 min

em gelo. Em seguida foram aquecidas em banho-maria a 42 °C, por 45 s. Depois
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retornaram ao gelo por 2 min. Apés esse tempo, foi adicionado as células competen-
tes 1mL de Meio Luria Bertani (LB) ou Super Optimal broth with Catabolite repressi-
on (SOC), e as culturas foram incubadas sob agitacado a 220 rpm (rotagées por min),
37 °C por 1 h. Ao final, foram centrifugadas por 5 min a 500 x g e plagueadas em
meio LB Agar contendo Ampicilina (100ug/mL) e incubadas em estufa bacteriologica
a 37°C overnight (ON) por 16h.

Oito clones bacterianos transformados com o plasmideo contendo a apirase
T1H8D6 e trés clones bacterianos transformados com o plasmideo contendo a api-
rase T1H852 foram selecionados e cultivados em 5 mL de meio LB contendo ampici-
lina (100 pug/mL), sob agitacdo constante a 220 rpm, 37° C até atingirem densidade
Optica (OD) entre 0,4 e 0,6 mensuradas por meio de leitura da absorbancia a 600 nm
em espectrofotometro (Pharmacia, England). Ao atingir a OD, adicionou-se 1mM de
Isopropil-B-D-Tiogalactosideo (IPTG) e as culturas foram mantidas sob agitacédo
constante a 250 rpm, 37°C, por 3 h. O IPTG (N° 22331, Eppendorf), molécula analo-
ga a B-galactosidase é um indutor da expresséo bacteriana, que promove a dissoci-
acao do repressor operon lac, induzindo a expressao de T7-RNA polimerase que se
ligara a regido promotora e iniciara a transcricdo génica (Dekel; Alon, 2005). Ao tér-
mino da incubacéo, as culturas foram centrifugadas a 14000 x g, 20 min, 4° C. Os
sobrenadantes foram descartados e os sedimentos foram mantidos a - 20°C antes
da lise celular.

Para a lise bacteriana, o reagente BugBuster® Protein Extraction Reagent (
TB245, Novagen) foi utilizado seguindo as recomendacdes do fabricante. A solucéo
de Bugbuster (BB), foram adicionados um coquetel de inibidores de proteases 1x
(Complete Mini EDTA free, Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche) e e benzo-
nase 25U/uL. O inibidor de protease tem como finalidade inibir a degradacéo das
proteinas presentes na amostra e a benzonase € uma endonuclease que degrada
moléculas de DNA e RNA, conservando apenas as proteinas de interesse. A cada
50mL de cultura, recomenda-se o uso de 2,5 mL de BB. Em fun¢do do pequeno vo-
lume de cultura induzido para os testes iniciais, foi utilizada a proporcdo de 250 pL
de BB para cada 5 mL. Resumidamente, os sedimentos foram ressuspensos em BB
e mantidos em plataforma de agitacdo sob velocidade lenta por 10 min. Decorrido
este tempo, estas foram submetidas a centrifugacdo 16000 x g, 20 min, 4°C. Em

seguida, foram separadas em fracao soltvel (sobrenadante) e fracéo insoluvel (se-
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dimento). Os sedimentos foram ressuspensos na mesma quantidade de coquetel de
lise que as amostras iniciais e mantidos a -20 °C.

O reagente BugBuster® (Novagen) também foi utilizado para a obtencdo dos
corpos de inclusdo (Cl) a partir das fragBes insollveis, seguindo o manual do fabri-
cante. Os CI caracterizam-se como agregados proteicos de proteinas insollveis que
se formam durante a expressao heterdloga de proteinas recombinantes. Ao expres-
sar uma proteina recombinante em uma célula hospedeira, podera haver problemas
de dobramento (proteinas mal dobradas ou parcialmente dobradas) e solubilidade
da proteina, resultando na formacéo dos CI. A preparacédo dos CI teve como obijeti-
vo a remocao de impurezas sollveis, eliminacdo de contaminantes e melhoria da

pureza da proteina de interesse.

4.4. ANALISE DA EXPRESSAO DAS APIRASES DE RHODNIUS PROLIXUS EM
ESCHERICHIA COLI

A fim de verificar a expressao das apirases de R. prolixus (T1H852 e
T1H8DG6), as fracBes bacterianas solluvel e insoluvel foram submetidas a eletroforese
em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sddio (SDS) e os géis corados
por Coomassie Blue ou analisados por western blotting. As amostras foram diluidas
em tampéo de amostra 1X (Tris HCI 50mM pH 6.8, glicerol 10%, SDS 2%, azul de
bromofenol 0,1%, B-Mercaptoetanol (BME) 15 mM) e em seguida aquecidas em ba-
nho-seco a 95°C por 5 min, para a desnaturacdo das proteinas e para que adquiram
cargas carregadas negativamente a fim de migrarem pelo complexo SDS-proteina.
O gel de poliacrilamida foi preparado na concentracdo de 12%. As amostras foram
aplicadas no gel e submetidas a voltagem inicial de 80V até passarem do gel con-
centrador e posteriormente correram a 120V no gel separador em tampao de corrida
Tris Glicina (Tris HCI 25 mM pH 8.8, Glicina 250 mM e SDS 0,1%). Como padréo de
massa molecular, foi utilizado o marcador PageRuler™ Prestained Protein Ladder
(Thermo Scientific™).

Para a visualizacdo das bandas das proteinas, o gel foi submerso em solucéo
corante azul de Comassie (Metanol 45%, acido acético 10%, Comassie Brilliant Blue
R-250) por 40 min em plataforma sob agitacdo leve. Em seguida, a solucéo corante
foi descartada em descarte apropriado e o gel foi descorado com solucéo descoran-
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te (Metanol 10% e Acido acético 10%) mantido em agitacéio lenta & temperatura am-
biente até que fosse possivel a visualizacdo dos padrbes de bandas proteicas no
gel.

Para a andlise por western blotting, apds o término da corrida dos géis de po-
liacrilamida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
(Amersham™ Protran® Supported 0.45 NC, GE Healthcare) pelo sistema de transfe-
réncia semi-seco (Biorad, TransBlot Turbo). Para confirmagéo da transferéncia das
bandas de proteinas do gel para a membrana, esta foi corada com Ponceau (Pon-
ceau S 2,62 mM, Acido tricloroacético 183 mM, Acido sulfossalicilico 118 mM) por 2
min e lavada com agua destilada para retirar o excesso de corante. Apos a comple-
ta descoloragéo do Ponceau, a membrana de NC foi bloqueada com solugcéo de blo-
queio contendo 5% de leite desnatado em tampé&o Tris-Buffered Saline (TBS) para
impedir as ligacdes ndo especificas entre as proteinas e os anticorpos e posterior-
mente lavada com solucdo tampao Twen-20 Tris-Buffered Saline (T-TBS) contendo
0.1% (v/v) de Tween-20 (T-TBS). ApO6s o bloqueio, a membrana foi sensibilizada
com o anticorpo primério. O anticorpo primario utilizado foi o anti-His (Monoclonal
anti-His Tag SAB1305538, Sigma) diluido em T-TBS na proporcdo 1:2000. A incu-
bac&o com anti-His foi mantida sob agitacdo leve por 1 h, e entdo, membrana foi la-
vada com solucdo T-TBS por 4 vezes, cada uma delas por 5 min para remover liga-
cOes inespecificas e anticorpos que nao se ligaram a proteina. Em seguida, a mem-
brana foi incubada com o anticorpo secundario anti-GAM diluido em T-TBS na pro-
porcao 1:5000, por 1h em agitacdo. Ao término da incubacdo a membrana foi lavada
7 vezes com tampdo T-TBS e em seguida o western blotting foi revelado o reagente
de deteccédo de quimioluminescéncia (Cytiva, RPN2232) no fotodocumentador (Fu-
sion Solo X, Vilber).

4.5. PURIFICACAO DA APIRASE RECOMBINANTE DE RHODNIUS PROLIXUS

Apoés a confirmacdo da expressao das apirases recombinantes por western
blotting, as fracdes dos lisados bacterianos foram usadas para purificagdo por cro-
matografia de afinidade ao niquel. A escolha do método de purificacdo por afinidade
a ions metalicos mobilizados (Immobilized Metal lon Affinity Cromatography) se deu
pelo motivo de que o gene da proteina recombinante clonada no plasmideo pET17b

esta fusionada com uma cauda de histidina (6xHis). A resina HIS-Select Nickel Af-
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fnity Gel (P6611, Sigma) é indicada para purificacdo de proteinas com cauda de his-
tidina (His-tag), constituindo-se como um método mais eficiente para a purificacédo
do extrato proteico de interesse.

A coluna foi preparada com resina HIS-Select Nickel Affnity Gel (P6611, Sig-
ma) e lavada com agua MiliQ para a eluicdo do etanol 20% em que a resina estava
estocada. Posteriormente, foi equilibrada em Tamp&o de Equilibrio (Tris HCI 50mM
pH 8.0, 500 mM NacCl). Para iniciar o processo de purificacdo, foi adicionada a fra-
cdo soluvel de um dos clones selecionados e coletou-se a fracdo néo ligada (NL) a
coluna. Em seguida, foram realizadas duas lavagens com 15 volumes de coluna
(VC) cada uma delas: Lavagem 1 (Tris HCI 50 mM pH 8.0, NaCl 500 mM) e Lava-
gem 2 (Tris HCI 50mM pH 8.0, NaCl 500 mM, Imidazol 20mM) com o precipitado
coletado. Apos as lavagens, foram realizadas duas elui¢cfes, a primeira eluicdo com
5 VC (Tris HCI 50mM, NaCl 500 mM, Imidazol 200 mM) e a elui¢ao final com 5 VC
(Tris HCI 50mM, NaCl 500 mM, Imidazol 1,0 M).

Para a purificagéo da apirase recombinante (T1H8D6) dos corpos de incluséo,
a amostra foi solubilizada com tampéo contendo uréia (Tris 50mM, NaCl 500 mM e
ureia 8 M), um agente desnaturante, e incubada em gelo durante 30 min. Inicialmen-
te a coluna foi lavada com agua deionizada 5VC para a retirada do etanol. Em se-
guida, equilibrada com tampé&o de equilibrio 5VC (Tris 50 mM, NaCl 200 mM e uréia
8 M). A amostra foi aplicada e o néo ligado foi coletado. A coluna foi lavada com 30
VC contendo tampéao de lavagem (Tris 50 mM, NaCl 200 mM, ureia 8 M e Imizadol 5
mM) e o lavado foi coletado. A eluicdo foi realizada com tampéo de eluicdo (Tris 50
mM, NaCl 200 mM, ureia 8 M e Imidazol 200 mM) em quatro frac6es de 500 pL.

4.6. TESTE DE ATIVIDADE APIRASICA POR ZIMOGRAMA

O zimograma foi realizado em SDS-PAGE. As amostras foram diluidas em
tampdo de amostra de proteinas sem o agente redutor e ndo foram submetidas a
fervura. Apos a corrida de eletroforese a 4° C, o gel foi lavado duas vezes com uma
solucéo contendo 2,5% Triton X-100 durante 20 min cada, seguidas por outras duas
lavagens de 20 min em &gua ultrapura sob agitacéo leve e incubado em tampéo de
atividade (Tris HCI, 50 mM, pH 8.3, NaCl 100 mM, CaCl2 20 mM e ATP 5 mM) a
temperatura ambiente por 16h, a fim de verificar a presenca de um precipitado de
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fosfato de calcio (Cas(POa4)2) que confere coloragédo esbranquicada as bandas reati-

vas do gel. A saliva total de R. prolixus foi usada como controle positivo da reacao.

5. RESULTADOS

5.1.TESTES IN SILICO

5.1.1. Alinhamento das sequéncias das apirases de Rhodnius prolixus
com apirases de outros organismos

As sequéncias T1H8D6 e T1H852 de apirases de R. prolixus codificam para
proteinas de 344 e 409 residuos de aminoacidos de comprimento, com massas mo-
leculares putativos de 39,700 e 46,895 kDa, e 0s pontos isoelétricos das proteinas
(Pis) de 6,94 e 8,73 respectivamente (Tabela 1). As apirases T1H8D6 e T1H852 car-

regam um percentual de identidade de 61.05% entre si.

Tabela 1. Caracteristicas das sequéncias T1H8D6 e T1H852 de apirases de R. prolixus.

Nome da proteina* UniProt ID* Tamanho (AA) Massa molecu- PI
lar (kDa)
Uncharacterized T1H8D6 344 39,700 6,94
protein
Soluble calcium- T1H852 409 46,895 8,73
activated nucleoti-
dase 1

*Dados Uniprot; AA = aminoécidos, Pl = ponto isoelétrico

5.1.2. A apirase T1H8D6 de R. prolixus

Embora o obijetivo inicial fosse obter as duas apirases recombinantes T1H8D6
e T1H852 de R. prolixus, por razbes ainda desconhecidas, a segunda apirase nao foi
expressa em sistema heterélogo. Deste modo, as andlises in silico e in vitro se con-
centraram na apirase T1H8D6, ja que foi possivel expressa-la em sistema bacteria-
no.

Inicialmente, a apirase humana (Q8WVQ1) foi selecionada por ser melhor ca-
racterizada na literatura com predic¢des in silico e testes in vitro do seu modelo tridi-
mensional. A human Soluble Calcium Nucleotidase (hSCAN) descrita por Dai e cola-

boradores (2014) ndo pertence as familias de apirases 5 nucleotidase e CD39 sen-
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do mais proxima estruturalmente a familia Cimex. Outrossim, a apirase de H. sapi-
ens cuja estrutura é conhecida revelou por meio das sobreposi¢cdes das sequéncias,
que os residuos de aminoacidos mais importantes relacionados ao sitio catalitico da
proteina e os motivos de ligagdo ao célcio sdo conservados em R. prolixus e C. lec-
tularius, enquanto um membro da familia 5’ nucleotidase T. infestans ndo possui o
mesmo grau de identidade (Figura 8).

Quando submetidas a analise de BLAST a apirase T1H8D6 de R. prolixus
com 344 residuos de amino&cidos exibiu um grau de identidade de 51,06% com a

sequéncia de C. lectularius (096559.1) com 364 residuos de aminoacidos.
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Figura 8. Alinhamento das sequéncias de apirases pela plataforma Espript 2.0. A sequéncia de

dos cristalizada de H. sapiens (Uniprot - Q8WVQ1) foi alinhada com membro da fam

aminoaci

lia 5’ nucleotidase T. infestans (Uniprot - Q70GK8), familia Cimex C. lectularius (Uniprot -
096559) e familias de apirases aparentadas a familia Cimex, M. musculus (Uniprot - Q8VCF1),

R. prolixus (Uniprot - TIH8D6) e (Uniprot — T1H852). Sequéncias alinhadas com realce em verme-
Iho indicam aminoéacidos conservados entre todas as espécies analisadas. Residuos de aminoacidos
em vermelho inseridos no box azul indicam aminoécidos bioquimicamente semelhantes entre si

(>70%). Asteriscos rosas indicam motivos do centro de ligacéo a nucleotideos e do sitio catalitico da

apirase de H. sapiens. Sinal de adicao verde revelam residuos de aminoacidos que centralizam o ion
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divalente Ca?* formando uma alga de conex&o no tdnel central da Beta-propeller.

O alinhamento das sequéncias T1H8D6 e T1H852 das apirases de R. prolixus
com as sequéncias de Cimex (096559) e de Homo sapiens (Q8WVQ1) sugere um
maior graude identidade entre as sequéncias, enquanto T. infestans (Q70GKS8)
possui menor correspondéncia entre os residuos de aminoacidos para os locais de
ligacdo a nucleotideos e ao ion divalente apresentando (Figura 8). Embora
R.prolixus (T1H8D6, T1H852) e T. infestans (Q70GK8) sejam organismos que per-
tencam a uma mesma subfamilia bioldgica, ndo pertencem a mesma familia de
proteinas apirases demonstrando que diferentes genes responsaveis por codifica-
rem as apirases em triatomineos evoluiram de forma independente entre os géne-
ros. (Hughes, 2013; Faudry, 2004).

5.1.3. Predicdo de estrutura secundaria da apirase de R. prolixus

A predicé@o da estrutura secundéria da proteina foi realizada utilizando a plata-
forma NetSurfP 2.0. O servidor detalha a acessibilidade da superficie, a estrutura
secundaria e os graus de desordem dos angulos phi/psi de uma sequéncia de resi-
duos de aminoacidos de uma proteina. O servidor gerou uma previsdo com base
nos 344 residuos de aminoacidos, que resultaram na representacao grafica do mo-
delo estrutural da conformacdo secundaria da proteina contendo 2 a-hélices e 22
folhas-B (Figura 9).
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Figura 9. Predicdo da estrutura secundaria da apirase T1H8D6 de R.prolixus a partir da se-
quéncia primaria utilizando a plataforma NetSurfP 2.0. As duas a-hélices estéo representadas em
alaranjado, enquanto as vinte e trés folhas-f estdo em roxo. As linhas vermelhas e azuis indicam a
acessibilidade relativa da superficie, sendo que os picos (vermelhas) sdo as regides de exposicao,
enquanto os vales (azuis) indicam regides ndo expostas. A espessura das linhas cinzas indicam o
grau de desordem de residuos de amino&cidos que ndo adotam uma estrutura tridimensional fixa.

A plataforma Espript 2.0 foi utilizada para comparar as estruturas
secundarias das apirases de R. prolixus e H. sapiens. As duas sequéncias foram
alinhadas pela plataforma Muscle Aligment e posteriormente, inseridas no Espript
2.0 para comparacdo das estruturas secundarias. A estrutura secundaria da se-
guéncia de H. sapiens (330 residuos a.a) possui 26 folhas B e duas a-hélices apre-
sentando dominio transmembrana entre os residuos 71-401. O modelo tridimensio-
nal € constituido de folhas-B antiparalelas, que formam uma estrutura de pas e um
tunel central conhecida como Beta-propeller. A estrutura de R. prolixus (344 aa) pos-
sui 22 folhas-f e duas a-hélices, e apresenta regides de sobreposi¢cdo com a estrutu-
ra secundaria da apirase de H. sapiens. As duas estruturas possuem em comum a

sobreposicao de 16 folhas 8 e duas alfa-hélices (Figura 10).
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Figura 10. Predigcdo das estruturas secundarias de apirases de H. sapiens (Q8WVQL1) e R. proli-
xus (T1H8DS6). Estrutura secundaria de H. sapiens no topo e R. prolixus na porcao inferior. As setas
indicam as folhas-f e formas helicoidais indicam as a-hélices das estruturas secundarias.

5.1.4. Predicdo de dominios transmembrana da apirase TL1H8D6 de Rhodnius

prolixus

A plataforma Deep TMHMM foi utilizada para a predicdo de dominios trans-

membrana da apirase T1H8D6 de R. prolixus. Entretanto, ndo foram preditos domi-

nios transmembrana para a sequéncia analisada. O gréafico gerado pela plataforma

sugere a existéncia de peptideo sinal entre os aminoacidos 1-26, e da proteina ma-
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dura encontrar-se na porcdo externa da membrana considerando os residuos de

aminoacidos de 27 a 344. (Figura 11).
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tr|T1H&D6 | TIH8D6_RHOPR outside 27 344

Figura 11. Predicdo de dominio transmembrana para a apirase T1H8D6 de R. prolixus realizada
na plataforma Deep TMHMM. A sequéncia de aminoécidos 1-26 foi predita como sendo um peptideo
sinal (linha amarela), seguido da proteina madura 27-344 (linha azul). Ndo foram preditos dominios
transmembrana para a sequéncia apirasica de R. prolixus analisada.

A plataforma Phobius (Protein Functional Analysis - PFA) também foi utiliza-
da para a predigdo de dominios transmembrana e a presenca de peptideo sinal. Es-
sa plataforma previu a existéncia de peptideo sinal entre os aminoacidos 1-21 na
porcdo N-terminal da proteina. A proteina madura compreende os aminoacidos 22-
344 (Figura 12).
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ID  tr|T1H8D6|T1H8D6 RHOPR

FT  SIGNAL 1 21

FT  DOMAIN 1 5 N-REGION.

FT  DOMAIN 6 16 H-REGION.

FT  DOMAIN 17 21 C-REGION.

FT  DOMAIN 22 344 NON CYTOPLASMIC.
!

Figura 12. Predicdo de dominio transmembrana e peptideo sinal pela plataforma Phobius.

5.1.5. Predicdo de motivos de N-glicosilagdo na sequéncia da apirase T1H8D6
de Rhodnius prolixus

Para determinar o grau de N-glicosilag&o, foi realizada uma analise in silico da
sequéncia da apirase T1H8D6 de R. prolixus. Esta revelou que a T1H8D6 contém
pelo menos 3 motivos de N-glicosilagdo nas seguintes posicdes: 52 (NSTY), 181
(NGTI) e 200 (NKTN). E importante notar que a rede de nove servidores que apoiam
a previsdo dos motivos (coluna Jury agrement) apoiou igualmente (9/9) a previsao
dos trés motivos retornados para a proteina analisada. O potencial de N-glicosilacédo
(0.5) foi considerado como ponto de corte (PC). Para uma alta especificidade de si-
tios de N-glicosilacdo, é necessario considerar motivos com resultados iguais ou
maiores que (++). As asparaginas previstas como N-glicosiladas s&o mostradas em

vermelho e os aminoacidos potenciais em azul (Figura 13).

Name: Sequence Length: 344
MQTWYLSAITITALFLWTTFRFVERAFKDNSGNTLLESEVGDNSLEKTSVYNSTYPITKSEADGDKIVFKIAIISDMDKL ge
SATVSNTWRSLYKKGTLTWDKTSEKVDVVWDEEDRDLKSKYSYSGRGMELSELVTFNGKLFSPDDRTGIVYLIENGFKSE 1le@
WATVKDEHLYVGSSGMEWVTNGTIDNYNAMWYKRVNRYGNK TNINWQNNYEALRKKLKVTYPGYMWHEAVVIWSDIHKKWF 240
FLPRKMSRKAYDSKKDEKKGTNKLLITSDFKDIKVIIVGEKNPEHGFSSFKFIPNTEDKVIVALKSVEVGNLAETYILAF 320
TIDGKTLLDEMKVGDIKYEGIEFI

................................................... N enrnannnsssnsnssnnnnnnnns ge
................................................................................ 1le@
.................... e 248
................................................................................ 320
........................ 400

SeqName Position Potential Jury N-Glyc
agreement result

Sequence 52 NSTY @.7e51 (9/9) ++
Sequence 181 NGTI  ©.6637 (9/9) ++
Sequence 200 NKTN ©.7746 (9/9)  +++
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NetNGlyc 1.0: predicted N-glycosylation sites in Sequence
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Figura 13. Predicdo dos motivos de N-glycosilacdo na apirase T1H8D6 R. prolixus na
plataforma NetNGlyc 1.0. O grafico ilustra os locais de N-glicosilagdo previstos na proteina
analisada. O eixo x representa o comprimento da proteina do N-terminal ao C-terminal enquanto o
eixo y o potencial de N-glicosilacdo. Quando o ponto de corte (linha roxa) € cruzado por uma linha
perpendicular (linha verde) o sitio é previsto como glicosilado.

5.1.6. Predicdo de motivos de O-glicosilacdo na sequéncia da apirase T1H8D6
de Rhodnius prolixus

Para a predicdo dos motivos de O-glicosilacdo, que se refere principalmente
a adicao de glicanos aos residuos de aminoacidos, principalmente a serina (S), treo-
nina (T) e tirosina (Y), foi realizada uma analise in silico da apirase de T1H8D6 con-
tém dois possiveis sitios de O-glicosilacdo nas posi¢des 49 (Ser) e 53 (Ser) (Figura
13). A O-glicosilacao se refere principalmente a adi¢cdo de glicanos aos residuos de
aminodcidos, principalmente a serina (S), treonina (T) e tirosina (Y). Os parametros
do servidor consideram o PC como 0.5, portanto, apenas os locais que obtiveram

pontuagdes superiores ao PC foram previstos como glicosilados (Figura 14).
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##Type Protein

#zeqname source feature start end score strand frame comment
SEQUENCE netOGlyc-4.8.0.13 CARBOHYD 3 3 @.a7197a8
SEQUENCE net0Glyc-4.2.0.13 CARBOHYD 7 7 @.043488
SEQUENCE netOGlyc-4.8.0.13 CARBOHYD 18 1a @.8378371
SEQUENCE net0Glyc-4.2.0.13 CARBOHYD 12 12 @.e21e747
SEQUENCE net0Glyc-4.9.8.13 CARBOHYD 18 18 @.18522
SEQUENCE net0Glyc-4.2.0.13 CARBOHYD 19 192 @.112666
SEQUENCE net0Glyc-4.9.8.13 CARBOHYD 31 31 @.288933
SEQUENCE net0Glyc-4.2.0.13 CARBOHYD 34 34 @.8716724
SEQUENCE net0Glyc-4.9.0.13 CARBOHYD 38 38 @.257577
SEQUENCE netOGlyc-4.8.0.13 CARBOHYD 44 44 @.224811
SEQUENCE net0Glyc-4.9.0.13 CARBOHYD 48 48 @.313369 . -
SEQUENCE net0Glyc-4.2.0.13 CARBOHYD 49 49 @.619734 . . #POSITIVE
SEQUENCE netOGlyc-4.2.8.13 CARBOHYD 53 53 @.863574 . . #POSITIVE
SEQUENCE netOGlyc-4.8.0.13 CARBOHYD 54 54 @.279919
SEQUENCE netOGlyc-4.2.8.13 CARBOHYD 58 58 @.1878@9
SEQUENCE net0Glyc-4.8.0.13 CARBOHYD 15} 6@ @.873263
SEQUENCE net0Glyc-4.8.8.13 CARBOHYD 75 75 @.8867195
SEQUENCE net0Glyc-4.9.8.13 CARBOHYD 81 81 @.81216072
SEQUENCE net0Glyc-4.2.0.13 CARBOHYD 83 83 @.2488106
SEQUENCE net0Glyc-4.8.8.13 CARBOHYD 85 85 @.8266571
SEQUENCE net0Glyc-4.2.0.13 CARBOHYD 87 87 @.8526245
SEQUENCE net0Glyc-4.9.0.13 CARBOHYD =15 ] 2a @.127886
SEQUENCE net0Glyc-4.2.0.13 CARBOHYD 96 96 a.e28lca4
SEQUENCE net0Glyc-4.9.8.13 CARBOHYD 98 98 @.8192653
SEQUENCE net0Glyc-4.2.0.13 CARBOHYD 182 1a2 @.8a55187
SEQUENCE net0Glyc-4.9.8.13 CARBOHYD 183 1a3 @.8138127
SEQUENCE net0Glyc-4.8.0.13 CARBOHYD 119 119 @.88936163
SEQUENCE net0Glyc-4.8.8.13 CARBOHYD 122 122 @.8172874
SEQUENCE netOGlyc-4.8.0.13 CARBOHYD 124 124 @.8541085
SEQUENCE net0Glyc-4.8.8.13 CARBOHYD 131 131 @.2192291
SEQUENCE net0Glyc-4.8.8.13 CARBOHYD 135 135 @.83242584
SEQUENCE net0Glyc-4.2.0.13 CARBOHYD 142 142 @.e27e414
SEQUENCE netOGlyc-4.8.0.13 CARBOHYD 147 147 1.23144e-85
SEQUENCE net0Glyc-4.2.0.13 CARBOHYD 159 159 @.e12e918
SEQUENCE net0Glyc-4.9.8.13 CARBOHYD 163 163 @.8323843
SEQUENCE net0Glyc-4.2.0.13 CARBOHYD 173 173 @.8489269
SEQUENCE net0Glyc-4.9.8.13 CARBOHYD 174 174 @.8446648
SEQUENCE net0Glyc-4.2.0.13 CARBOHYD 188 1ge @.881683
SEQUENCE net0Glyc-4.9.8.13 CARBOHYD 183 183 @.8280933
SEQUENCE netOGlyc-4.8.0.13 CARBOHYD 282 202 @.8192315
SEQUENCE net0Glyc-4.9.0.13 CARBOHYD 22@ 218 @.106483
SEQUENCE netOGlyc-4.8.0.13 CARBOHYD 233 233 @.8129725
SEQUENCE net0Glyc-4.9.0.13 CARBOHYD 247 247 @.269232
SEQUENCE netOGlyc-4.8.0.13 CARBOHYD 253 253 @.255949
SEQUENCE netOGlyc-4.2.8.13 CARBOHYD 2681 26l @.e25e284
SEQUENCE netOGlyc-4.8.0.13 CARBOHYD 267 267 @.8393069
SEQUENCE netOGlyc-4.2.8.13 CARBOHYD 268 268 @.e847173
SEQUENCE net0Glyc-4.8.0.13 CARBOHYD 288 288 @.8295677
SEQUENCE net0Glyc-4.2.0.13 CARBOHYD 289 289 @.8421515
SEQUENCE net0Glyc-4.9.8.13 CARBOHYD 296 296 a.a2e8l1s8al
SEQUENCE net0Glyc-4.2.0.13 CARBOHYD 386 306 @.e14e717
SEQUENCE net0Glyc-4.8.8.13 CARBOHYD 315 315 a.elae37l
SEQUENCE net0Glyc-4.2.0.13 CARBOHYD 321 321 a.1e2404
SEQUENCE net0Glyc-4.9.8.13 CARBOHYD 326 326 @.8189428

Figura 14. Predicdo de motivos de O-glicosilacdo da apirase T1H8D6 de R. prolixus na
plataforma NetOGlyc 4.0. Pontuacdes superiores a 0.5 e marcadas com #POSITIVE sdo possiveis
motivos de O-glicosilacdo para a sequéncia analisada.

5.1.7. Predicao de peptideo sinal na sequéncia da apirase de T1H8D6 de Rho-
dnius prolixus

Para a predicdo da presenca do peptideo sinal de secrecdo, bem como do si-
tio de clivagem, o programa SignalP 6.0 ndo foi capaz de prever a presenca de pep-

tideo sinal para a sequéncia T1H8D6 analisada (Figura 15).
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Figura 15. Predicdo de peptideo sinal da apirase T1H8D6 de R. prolixus pela plataforma Sig-
nalP 6.0. A plataforma SignalP 6.0 ndo foi capaz de prever a presenca do peptideo sinal de secrecdo
para a sequéncia T1IH8D6 de R. prolixus.

Entretanto, o programa SecretomeP 2.0 revelou a presenca de peptideo si-
nal. Quatro pontuacdes foram geradas pelo servidor: Network 1, Network 2, Network
3 e SecP score. O SecP score é o parametro determinante para analise da secrecao
pela via ndo classica. Os padrdes do servidor indicam a possibilidade de secrec¢éo
pela via ndo classica quando as pontuacdes de SecP sao superiores a 0.6, sugerin-
do, portanto, que a apirase analisada ndo é secretada pela via ndo classica de se-
crecédo (Figura 16).

Non-classically secreted proteins should obtain an NN-score / SecP score exceeding the threshold, but not at the same time be predicted to contain a signal peptide.
The recommended thresholds are 0.5 for bactenal sequences and 0.6 for mammalian sequences.

Note: SecretomeP-2.( occasionally fails wihtout error messages and displays no results. If this happens, try submitting your data again.

MNetwork 1 Network 2 Network 3 SecP score Segquence name

8.712795 @.a72628 @.655285 8.480289 Sequence

Figura 16. Andlise da predicdo de secrecdo pela via ndo classica utilizando o SecretomeP 2.0.
A plataforma SecretomeP nao foi capaz de prever a secrecdo de peptideo sinal pela via ndo classica.

5.1.8. Predicdo de sitios de fosforilagcdo na sequéncia da apirase T1H8D6 de
Rhodnius prolixus.

Para determinar o grau de fosforilacdo, foi realizada uma analise in silico da
sequéncia T1H8D6 de R. prolixus. Esta revelou que a T1H8D6 contém 46 sitios de

fosforilacdo, a saber, 22 serinas (S), 8 tirosinas (Y) e 16 treoninas (T). O ponto de
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corte do programa € de 0.5, sendo assim, residuos de aminoacidos que ultrapassa-

ram o limiar foram preditos como fosforilados (Figura 17)
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Figura 17. Predicéo dos sitios de fosforilagdo da apirase T1H8D6 de R. prolixus. Barra horizon-
tal representada em rosa indica o ponto de corte ou limiar. Residuos de aminoacidos sé@o preditos
como fosforilados quando ultrapassam a barra horizontal. As barras verticais em vermelho indicam as
serinas, em verde treoninas e em azul as tirosinas.

5.1.9. Predicdo de sitios de acetilacdo na sequéncia da apirase T1H8D6 de
Rhodnius prolixus

Para determinar outras modificacdes pds-traducionais como a predicao de si-
tios de acetilagdo na apirase T1H8D6 de R. prolixus, foi utilizado a plataforma GPS-
Pail 2.0. Esta retornou a quatro possiveis sitios de acetilacdo nos residuos de ami-
noacidos 249, 255, 258 e 259 (Figura 18).

Predicted Sites
Position

259 DSKEDEXKGINKLLI KAT2B 2257 1343

Figura 18. Predigédo dos sitios de acetilagdo da sequéncia da apirase T1H8D6 de R. prolixus. A plataforma
GPS-Pail 2.0 previu a existéncia de quatro residuos de aminoacidos acetilados nas posi¢des 249, 255, 258 e
259.
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5.1.10. Predicao do modelo tridimensional da apirase T1H8D6 de Rhodnius
prolixus

O modelo tridimensional da apirase TL1H8D6 de R. prolixus, predito pelo pro-
grama Alphafold 2 € apresentado na Figura 19-A, que mostra o pIDDT obtido a partir
da comparacéo entre cinco modelos (rank 1-5) que foram utilizados como referéncia
para a predicdo do modelo tridimensional da apirase de T1H8D6 a partir da sequén-
cia fornecida.Os valores de pIDDT maiores que 90 indicam que os modelos s&o mui-
tos precisos, e podem ser utilizados com maior confianca para a identificacédo e ca-
racterizacao de sitios de ligacdo. Na figura 19-B, o eixo X indica a posicéo dos resi-
duos de aminoacidos da sequéncia fornecida e o eixo Y a métrica de comparacao da

estrutura com cinco modelos da rede de aprendizagem neural.

plDDT: == Very low (<50) Low (60) OK (70) Confident (80) == Very high (>90)
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Predicted IDDT per position
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Figura 19. Predicdo da estrutura tridimensional da apirase de R. prolixus (T1H8D6). a) A métri-
ca pIDDT é mensurada em percentual (0-100), onde valores abaixo de 50% sdo considerados como
baixos (vermelho), 60% regular (amarelo), 70% bom (verde), 80% muito bom (ciano) e acima de 90%
6timo (azul marinho). b) Avaliacdo do teste da diferenga entre a distancia local de pares de atomos
entre cinco mode-los distintos. A predicdo do IDDT relaciona a posi¢do dos residuos de aminoacidos
(eixo-x) com o nivel de confianca que cada modelo produzido pelo ColabFold possui (eixo-y).

Aproximadamente pouco mais de 1500 sequéncias de apirases apresentam
identidade com as sequéncias de R. prolixus, sendo que o grau de cobertura para a
predicdo da estrutura da apirase T1H8D6 de Rhodnius varia entre 0.4 a 0.7. A linha
preta no grafico da Figura 19, que perpassa o gradiente indica 0 nimero médio de
sequéncias encontradas (eixo-y) para cada posi¢cao dos aminoacidos (eixo-x) na se-
guéncia informada (Figura 20).

52



Sequence coverage

2500 1.0
2000 A 0.8
ey
(0]
3
o
| (o]
g 1500 0.6 2
P £
c L
7} o
3 3
R )
1000 0.4 ©
(]
3
o
@
w
500 A — F0.2
0 0.0

T T T T
150 200 250 300
Positions

Figura 20. Gréfico de cobertura de sequéncias que compartilham graus de identidade com a
sequéncia de R. prolixus. O eixo X indica a cobertura de sequéncias possiveis que partilham algum
grau de identidade com a apirase T1H8D6 de R. prolixus. No eixo Y, o grafico de gradiente compara
os graus de identidade das sequéncias da rede neural com a apirase T1H8D6 de R. prolixus, os quais
demonstram que nas posi¢cdes 0-50 dos residuos de aminoacidos da apirase ha uma baixa similari-
dade com os modelos computacionais e entre os residuos de aminoacidos 51- 344 os residuos de
aminoacidos representam uma maior identidade entre si (0.4 a 0,6) o que reflete em maior confianca
na predi¢do do modelo tridimensional.

5.1.11. Comparacao entre as estruturas das apirases T1H8D6 de Rhodnius pro-
lixus e a apirase Q8WVQ1 de Homo sapiens

O modelo da apirase T1H8D6 de R. prolixus foi comparado com a estrutura
da apirase humana correspondente ao codigo Q8WVQ1 (Uniprot) e codigo PDB
(Protein Data Bank) 1S18 A, em sua forma monomérica, pelo programa Pymol utili-
zando o método padrdo de alinhamento no qual o algoritmo do software alinha as
estruturas utilizando duas etapas, a primeira alinhando as sequéncias com o BLAST
e a segunda com a matriz BLOSDUM®62 para a deteccéao de residuos que sao cor-

respondentes entre as estruturas (Figura 21)
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Figura 21. Comparacdo entre as estruturas tridimensionais da apirase cristalizada de H. sapi-
ens codificado pelo gene CANTL1 e de R. prolixus pela plataforma Pymol. (a) Estrutura da apira-
se de H. sapiens em azul, PDB 1S18 (Cadeia A); (b) Sobreposicdo das apirases de R. prolixus (ver-
de) e H. sapiens (azul); (c) Estrutura da apirase de R. prolixus (verde) Uniprot, TIH8D6; (d) Sobrepo-

sicdo das estruturas de R. prolixus e H. sapiens com anotac&o em rosa de folhas-3 néo alinhadas.

O sitio catalitico da apirase humana é coordenada por oito residuos de ami-
noacidos (Glu98, Serl100, Glu216, Arg232, Arg233, Tyr239, Glu297, Lys326), for-
mando um bolsdo de ligacdo para a clivagem do nucleotideo (Figura 22 A). Um tunel
central estabiliza o fon divalente Ca 2*, que desempenha um papel no sequestro do
nucleotideo a ser clivado pelo sitio catalitico da proteina (Serl00, Glul47, Ser277,
Glu216, Glu328) (Figura 22 B e C).
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Figura 22. Motivos de ligacdo ao sitio catalitico da proteina e de ligacdo ao Célcio da apirase
humana. (A) Residuos de aminoéacidos representados em paus (sticks) formando o bolso de ligacao
a nucleotideos; (B) Residuos de aminoacidos em amarelo responsaveis pela estabilizagdo do Ca 2+
no tunel central (ion em verde); (C) Destaque para os residuos Ser (S), Tyr (Y) e Thr (T) fosforilados
(amarelo), além da demonstracéo de residuos de aminoacidos que se ligam ao célcio (vermelho).

5.1.12. Comparacéo filogenética da apirase T1H8D6 de Rhodnius prolixus com
outras apirases

Com base na analise filogenética visualizada na (Figura 23), a sequéncia da
apirase T1H8D6 de R. prolixus forma um clado com as sequéncias de Cimex lectula-
rius_(096559) e da espécie de flebotomineo Phlebotomus kandela-
kii_(AOA6B2EKM6). Além disso, a apirase T1IH8D6 DE R. prolixus foi agrupada se-

parada da sequéncia Q70GK8 da apirase do triatomineo Triatoma infestans, que
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formou um clado com as sequéncias de apirases de A. aegypti_P50635 e Lutzomyia

longipalpis_Q9XZ43, pertencentes a familia 5’ nucleotidases.

5p|QBWVQ1|Homo sapiens

sp|Q8VCF1|Mus musculus

tr|AOA1B0OAQCO|Glossina palpalis gambiensis

65

tr|T1H8D6|Rhodnius prolixus

51

5p|096559|Cimex lectularius Cimex

tr|AOAGB2EKM6E|Phlebotomus kandelakii

100

tr|Q70GK8|Triatoma infestans —

98 [ sp|P50635|Aedes aegypti — 5 nucleotidase

sp|QYXZ43|Lutzomyia longipalpis

sp|P49961|Homo sapiens

- CD39

sp|P55772|Mus musculus -

sp|P80595|Solanum tuberosum

Figura 23. Relagdes evolutivas entre as familias de apirases de diferentes espécies. O clado-
grama foi construido pelo software MEGA 11.0 (Molecular Evolutionary Genetic Analysis). As sequén-
cias de aminoéacidos dos organismos Homo sapiens_Q8WVQ1; Mus musculus_Q8VCF1; Glossina
palpalis gambiensis_ AOA1BOAQCO; Rhodnius prolixus_T1H8D6; Cimex lectularius_096559; Phlebo-
tomus kandelakii_ AOA6B2EKM6; Triatoma infestans_Q70GK8; A. aegypti_P50635; Lutzomyia longi-
palpis_Q9XZ43; Homo sapiens_P49961; Mus musculus_P55772; Solanum tuberosum_P80595 foram
submetidas para o programa e alinhadas internamente pelo Muscle. As relagfes filogenéticas foram
analisadas pelo método de maxima verossimilhanga entre as sequéncias de aminoacidos com um
namero de repeticdes de bootstrap igual a 1000.

Ao menos trés membros de cada familia de apirases foram selecionadas para
compor o cladograma. As sequéncias escolhidas foram aquelas que apareceram
nos primeiros resultados ao buscar pelas familias de apirase Cimex, 5’ nucleotidase
e CD39 na plataforma Uniprot. Além disso, uma apirase vegetal de Solanum tubero-
sum (P80595) foi utilizada como controle negativo para validar a distancia entre as

familias de apirases animais e vegetal.

5.2. EXPRESSAO DAS APIRASES RECOMBINANTES DE RHODNIUS PROLIXUS
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A linhagem de E. coli BL21(DE3) transformada com o plasmideo pET17b-
apirase T1H8D6, apds inducéo por IPTG, expressou proteinas com massas molecu-
lares de aproximadamente 40 kDa, correspondendo ao tamanho esperado para essa
apirase madura, conforme pode ser observado nos extratos celulares totais de oito
clones bacterianos selecionados apoés a transformacéo. Apesar da banda no tama-
nho esperado, outras bandas também foram observadas entre 26 e 37 kDa, indican-
do uma possivel degradacao da proteina (Figura 24-A).

A linhagem de E. coli BL21 (DE3) transformada com o outro plasmideo, o
pPET17b-apirase T1H852, apds inducdo por IPTG, ndo expressou proteinas com
massa molecular esperada, que era de aproximadamente 47 kDa, nos extratos celu-
lares de dois clones bacterianos analisados. Em um dos clones (1), foram observa-

das bandas abaixo da massa molecular esperada (Figura 24-B).

(A) (B)
T1H8D6 T1H852
Clones QIR IR IS N S B SR S SO B
L JL Il Il Il JL Il Il Il Il JL ]
—49 kDa
[ 37 kDa
Apirase

- + —26 kDa

Figura 24. Analise da expressdo por western blotting de extrato total das Apirases T1H8D6 e
T1H852 de R. prolixus marcados com anticorpo Anti-His na proporc¢édo 1:2000. O extrato total foi
obtido por meio de lise utilizando BugBuster, apds indugcao com 1mM de IPTG nas condi¢des padrbes
previamente descritos. (A) Expressao do extrato total da proteina recombinante apés Lise das amos-
tras dos clones (1 — 8) de T1H8D6 (B) Extrato total da proteina recombinante apds Lise dos trés clo-
nes (1 — 3) de T1H852. PM - O marcador de peso molecular - BenchMark™ Pre-Stained Protein, N°
10748010, Invitrogen. Seta demonstrando a altura esperada da apirase T1H8D6 com aproximada-
mente 40 kDa. Sinal de adicdo demonstrando a expresséo da proteina T1H852 em tamanho abaixo
do esperado, 50 kDa.

Posteriormente, foram separadas as fracdes insoltveis (Fl) (Figura 25) e so-
laveis (FS) (Figura 26) dos clones selecionados. A expressdo da apirase T1H8D6
recombinante foi expressa tanto na FlI sob a forma de corpos de inclusdo, como
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também na FS onde foi possivel observar dois padrées de expressdo da proteina
recombinante com tamanhos de 37 kDa e 50 kDa. Além disso, observou-se na FS
da apirase T1H852 (clone G2) uma banda de aproximadamente 115 kDa um padré&o
de banda acima do esperado, que seria de aproximadamente 50 kDa. Outras tenta-
tivas de produzir a apirase recombinante na FS foram feitas, porém sem éxito (resul-

tados ndo mostrados).

(A) T1H8D6 (B) T1H852
S1 S2 83 S4 S5 S6 s7 S8 PM G1 G2 C-
L IL 1L IL 1L IL 1L IL 1
|—180 kDa
|—115 kDa
|82 kDa
|—64 kDa
Apirase |—49 kDa

-t -aee N

Aad
. - l;

(—37 kDa

—26 kDa

Figura 25. Andlise da expressdo por Western Blotting da fragdo insollvel das Apirases
(TH18D6 e T1H852) de R. prolixus marcadas com anticorpo Anti-His na propor¢do 1:2000. A
seta demonstra os tamanhos esperados para TH18D6 (aproximadamente, 40kDa). (a) A por¢éo sali-
var compreende as canaletas de S1-S8; PM - O marcador de peso molecular - BenchMark™ Pre-
Stained Protein, N° 10748010, Invitrogen; (b) T1H852 nas canaletas (G1 e G2); Controle negativo,
bactéria clonada com um plasmideo sem expressao de proteinas (C-).

(A) T1H8D6 (B) T1H852

Q\gl S$1 S2 | 83 S4 S5 sS6 87 S8 G1 G2 C-

|—180 kDa

_ —115kDa

82 kDa

|—64 kDa

1

|—49 kDa

Apirase
—37 kDa

1

|—26 kDa

—19 kDa

Figura 26. Andlise da expresséo por Western Blotting da fracdo soluvel das Apirases T1H8D6 e
T1H852 de R. prolixus marcados com anticorpo Anti-His na propor¢éo 1:2000. PM - O marcador
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de peso molecular - BenchMark™ Pre-Stained Protein, N° 10748010, Invitrogen; (a) TLIH8D6 com-
preende as canaletas de S1-S8; (b) T1H852 nas canaletas G1 e G2; Controle negativo, bactéria clo-

nada com um plasmideo sem expressao de proteinas (C-).

Visando otimizar a expressao da apirase T1H8D6 recombinante, variou-se a

concentracéo do indutor IPTG (0.1, 0.25, 0.5 e 1.0 mM), entretanto ndo foram obser-

vadas diferencas aparentes quanto a expressao da proteina nas diferentes concen-

tracOes (Figura 27).

A B Cc
T1H8D6
Clones (1) (4) (7)
Milimolar (mM) 01 025 05 1 01 025 05 1 01 025 05 1 &
&
apirase
- - -
T B

}—150 kDa

t—100 kDa

=75 kDA

t—50 kDa

t—37 kDa

t—25 kDa

Figura 27. Anélise da expresséo por Western Blotting da fracdo insolivel em diferentes con-
centracdes de IPTG (0.1, 0.25, 0.5, 1 mM) de T1H8D6 de R. prolixus clones 1, 4 e 7, marcados
com anticorpo Anti-His na propor¢é&o 1:2000. (a) Clone 1 induzido em diferentes concentraces de
IPTG; (b) Clone 4 induzido em diferentes concentracdes de IPTG; (c) Clone 7 induzido em diferentes
concentracdes de IPTG; MW - O marcador de peso molecular Precision Plus Protein Dual Color

Standards, N° 1610374, Biorad.

O clone 8 expressou a apirase T1H8D6 recombinante na presenca de 0,1 a

1.0 mM de IPTG, apenas na fracdo insolavel (FI) (Figura 28).

T1H8D6

Clone (1) (8) (8)
| || |

Fl Fl FS
Milimolar (mM) : 0.1 II0.25 i 05 i 1.0 X 0.1 "0‘25" 0.5 i 1 “ 01 “0‘25" 0.5 i 1 :

-,
Apirase -~ - -
-
s B .

—49 kDA

37 KDa

Figura 28. Analise da expresséo por Western Blotting da fragdo solavel e insolavel de TIH8D6
em diferentes concentrag8es de IPTG (0.1, 0.25, 0.5, 1 mM) da Apirase de R. prolixus clones 1 e
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8, marcadas com anticorpo Anti-His na proporcao 1:2000. (a) Fracdes insolGveis dos clones 1 e 8
em diferentes concentracdes de IPTG; (b) Fracéo soltvel do clone 8 em diferentes concentragdes de
IPTG; PM - O marcador de peso molecular - BenchMark™ Pre-Stained Protein, N° 10748010, Invitro-
gen.

N&o foi possivel obter a apirase T1H8D6 soluvel e com alta pureza apés puri-
ficacdo dos corpos de inclusao utilizando a tecnologia de purificagdo Ni-NTA, por
esse motivo ndo se progrediu para didlise de gradiente de ureia adequado para re-
naturacdo. As proteinas foram eluidas durante as lavagens (L1), (L2) e nas eluicbes
de E1 a E4. Nao foi observada a presenca da proteina no extrato nao ligado (NL)
(Figura 29)

T1H8D6

—49 kDa
e “l | —37kDa
. (- “- »

Figura 29. Andlise da purificagdo dos Corpos de Inclusdo de TH18D6 e verificacdo por Western
Blotting marcados com anticorpo Anti-His na propor¢éo 1:2000. MW - PM - O marcador de peso
molecular - BenchMark™ Pre-Stained Protein, N° 10748010, Invitrogen; C — Bactéria clonada com
plasmideo sem expresséo de proteinas; ET — Extrato Total; L1 — Lavagem 1; L2 — Lavagem 2; E1 —
Eluicdo 1; E2 — Eluicdo 2; E3 — Eluicdo 3; E4 — Eluicdo 4; NL — N&o Ligado.

5.1.13. A apirase T1H8D6 recombinante de R. prolixus n&o apresentou ativida-
de apirasica por zimograma

A apirase T1H8D6 recombinante de R. prolixus n&o apresentou atividade di-
fosfohidrolasica por zimograma. Quatro clones foram avaliados (1, 4, 7 e 8) tanto na
fracdo solavel (FS) como na fracdo insoltvel (FI) ndo sendo observada atividade api-
rasica da proteina recombinante, mostrando que apenas o controle positivo teve ati-
vidade ATPasica (C+) (Figura 30).
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b)

d)

Figura 30. Atividade de zimograma em gel 12% para detecc¢do da atividade apirasica de TIH8D6
de R. prolixus. (a) Gel de zimograma da fracdo insolavel (FI) dos clones 1 e 4 da apirase recombi-
nante de TIH8DEG6 e como controle positivo a glandula salivar de Rhodnius sp. (b) Gel de zimograma
da fracdo soluvel (FS) dos clones 1 e 4 da apirase recombinante de TIH8DE6 e como controle positi-
vo a glandula salivar de Rhodnius sp (c) Gel de zimograma da fracéo insoltvel (FI) dos clones 7 e 8
da apirase recombinante de TIH8DEG6 e como controle positivo a glandula salivar de Rhodnius proli-
xus (d) Gel de zimograma da fracédo soluvel (FS) dos clones 7 e 8 da apirase recombinante de
T1HBDEG e como controle positivo a glandula salivar de Rhodnius prolixus.
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6. DISCUSSAO

As proteinas nas glandulas salivares de triatomineos séo indispensa-
veis para um maior sucesso na transmissdo da DC, uma vez que aumentam a apti-
dao dos vetores para a transmissdo do T. cruzi (Bentes, 2020; Hughes, 2013). O
repertorio de moléculas na saliva dos barbeiros € crucial para neutralizar a resposta
imune do hospedeiro, e assim, garantir um sucesso alimentar durante o repasto
sanguineo (Ribeiro, 2004). Ao ancorar o aparelho picador-sugador causa-se uma
laceracao na pele do hospedeiro, o que desencadeia a exposicédo de fatores tecidu-
ais e colageno assim como a liberacédo de grandes quantidades de nucleotideos in-
tracelulares, que séo liberados por células lesionadas. O ADP liberado durante a
injuria celular € um importante agonista da agregacédo plaguetaria. Contudo, as pro-
teinas salivares secretadas atuam inibindo a agregacao plaquetéaria, promovendo a
vasodilatacdo e um estado anti-inflamatério para facilitar o processo de ingurgita-
mento sanguineo (Francischetti, 2010; Lavoipierre et al., 1959).

As apirases, enzimas que hidrolisam grupos fosfatos de nucleotideos e nu-
cleosideos, sdo secretadas durante a alimentacdo, comumente atuando no catabo-
lismo do ADP (Battastini; Schetinger, 2021; Plesner, 1995). Aqui, caracterizamos por
bioinformética uma apirase das glandulas salivares do triatomineo R. prolixus. A api-
rase T1H8D6 desse triatomineo possui 40 kDa, contém duas a-hélices e 22 folhas-f3,
peptideo sinal, ndo deve ser secretada pela via ndo-classica, ndo apresenta domi-
nios transmembrana, apresenta pelo menos trés motivos de N-glicosilacdo e dois
possiveis sitios de O-glicosilacdo, 46 sitios de fosforilacdo; forma um clado com as
sequéncias de Cimex lectularius_(096559) e da espécie de flebotomineo Phleboto-
mus kandelakii_(AOA6B2EKM6), e ndo se agrupou com a sequéncia Q70GK8 de
apirase do triatomineo Triatoma infestans, pertencente a familia 5’ nucleotidase.

Embora ndo tdo bem caracterizada, as analises computacionais da apirase
de R. prolixus realizadas neste trabalho sugerem similaridade com a familia de api-
rases Cimex. Tendo como referéncia a apirase de H. sapiens descrita por Dai e co-
laboradores (2014) as estruturas secundarias de R. prolixus compartilham os mes-
mos motivos de ligacdo a nucleotideos e ao Ca?*, que estdo conservados entre as
sequéncias analisadas. A partir do alinhamento das estruturas secundarias e da so-

breposicdo dos modelos tridimensionais das estruturas, observou-se que a apirase
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de R. prolixus se assemelha a familia de apirases do percevejo C. lectularius em
termos estruturais, dado que uma caracteristica dessa familia de apirases seria a
estrutura de hélices 8 em forma de laminas, modelo conhecido como B-propeller. O
cladograma analisado (Figura 24) resgata relacdes de parentesco entre as espécies
inferindo a origem de organismos a partir de caracteristicas morfologicas, fisiologicas
e bioquimicas. Conforme observado no cladograma, R. prolixus apresenta-se como
grupo irméo de C. lectularius agrupados em um mesmo clado. Isso sugere que as
duas espécies estabelecem uma relagdo mais proxima quando comparada as de-
mais familias de apirases 5’ nucleotidase e CD39.

Curiosamente, a sequéncia de R. prolixus ndo possui cisteinas, e, portanto,
ndo formam pontes dissulfeto. As proteinas quando apresentam pontes dissulfeto
podem se tornar mais estaveis devido a presenca de dois ou mais residuos de ciste-
ina que estabelecem ligacdes intermoleculares entre si. Dependendo da posicao das
cisteinas, as pontes dissulfeto auxiliam as proteinas em seu correto dobramento.
Proteinas sollveis ou secretadas evidentemente precisam de maior estabilidade,
uma vez que sdo afetadas por enzimas oxidantes e proteoliticas no citosol. Por este
motivo, a formacdo de pontes dissulfeto entre residuos de cisteina podem resultar
em uma melhor estabilidade da proteina semelhante a sua forma nativa. Por outro
lado, modificacBes pos-traducionais como a ligacdo de pontes dissulfetos em siste-
ma de expressao bacteriano podem representar um grande desafio, uma vez que E.
coli esta pouco adaptada a produzir tais modificacBes (Lobstein et al., 2012; Teixei-
ra, 2012).

Em nosso grupo de pesquisa Faudry e colaboradores (2014) caracterizaram
apirases de T. infestans, encontrando ao menos cinco apirases distintas no extrato
salivar (88, 82, 79 e um dupleto de 68-67 kDa), glicosiladas e que formam estruturas
oligoméricas. Além disso, embora as apirases T1H8D6 e T1H852 de R. prolixus re-
combinantes sejam pouco elucidadas na literatura, trabalhos anteriores realizados
também pelo nosso grupo de pesquisa identificaram as apirases salivares de R. pro-
lixus por protebmica. O mondémero da apirase salivar deveria apresentar um peso
molecular de aproximadamente 45 kDa, o que condiz com a predi¢do do peso mole-
cular aproximado das duas sequéncias (T1H8D6 e T1H852). Os testes de atividade
apirasica em Gel de Zimograma, demonstrou que as bandas proteicas entre 60 kDa
e 130 kDa foram capazes de clivar nucleotideos di e trifosfatos e ao menos cinco
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bandas com atividade apirasica foram detectadas no extrato salivar total de R. proli-
XUs, 0 que sugere a existéncia de isoformas da apirase salivar. (Rosa, 2014).

Os sistemas de producéo de proteinas recombinantes em procariotos ainda
sdo um grande desafio para a maioria das pesquisas cientificas. A tecnologia do
DNA recombinante em bactérias, principalmente em E. coli tem sido de grande utili-
dade para a caracterizagdo bioquimica de proteinas, dado que esse sistema apre-
senta inUmeras vantagens como: otimiza¢cao do tempo de expressao do crescimento
de culturas, facil manuseio e custo reduzido. Por outro lado, nem sempre é possivel
obter uma mesma expresséo da proteina nativa de modo otimizado como essas pro-
teinas sdo produzidas em suas condicdes selvagens devido a auséncia de modifica-
¢cOes pobs-traducionais ou modificagdes inadequadas que podem ser impeditivos para
que essas proteinas se tornem funcionais (Andersen; Krummem, 2002; Brodyk,
2009; Rosano; Ceccarelli, 2014; Young; Britton; Robinson, 2012).

As analises in silico da apirase de R. prolixus demonstraram que a proteina
possui inUmeras modificacdes pos-traducionais como sitios de N -glicosilacdo, O-
glicosilacdo e fosforilagcdo. Outras modificacdes como palmitoilagédo (CSS-Palm 4.0),
miristoilacdo (Expasy), ndo foram encontradas para a sequéncia analisada.

Comumente, deseja-se expressar a proteina recombinante ativa em sua
forma solivel sem que essa forme agregados celulares. O extrato soluvel, muitas
vezes € um requisito para a caracterizacdo de estudos funcionais, estruturais e bio-
quimicos de uma proteina. Adicionalmente, para uma boa parte das proteinas re-
combinantes expressas em sistemas heterdlogos ha a formacdo de agregados pro-
teicos insoluveis ou também chamados de corpos de inclusédo. Altos niveis de ex-
pressao génica excedem a capacidade da célula de realizar o correto dobramento
da proteina levando a formacédo dos Cl e a baixa producédo de chaperonas, proteinas
qgue auxiliam no correto enovelamento de outras proteinas. (Corréa, 2004; Rinas;
Baynes, 1993; Rosano; Ceccarelli, 2014).

Neste trabalho buscou-se expressar as apirases recombinantes de R. proli-
xus T1H8D6 (~40 kDa) e T1H852 (~48 kDa) em sistema bacteriano, a 37°C, o que
resultou na obtencdo da proteina de aproximadamente 40 kDa (T1H8D6) nas fra-
cOes soluvel e insoluvel, apresentando-se na forma de agregados celulares ou cor-
pos de inclusdo. Dong e colaboradores (2011) observaram que maior parte da apira-

se recombinante de Aedes albopicus encontra-se sob a forma de corpos de inclu-
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sdo. Tais achados também foram condizentes com outros trabalhos que tentaram
expressar a apirase recombinante em sistema heterélogo (Dias, 2016; Garcia, 2008;
Karim; Lambert; Pioszak, 2023; Qiao; Pengsakul, 2015).

Agregados proteicos insollveis de lisados celulares podem representar um
grande desafio, dado que dificultam o processo de purificacdo e reenovelamento de
proteinas. De acordo com Porowinska e colaboradores (2014) as tentativas de puri-
ficacdo das apirases a partir de suas fontes animais e vegetais muitas vezes néo
apresentam resultados satisfatérios, dado que, esses quase sempre se encontram
em sua forma insolluvel e a atividade proteica € inativa. Além disso, em boa parte
dos trabalhos, os ensaios de reenovelamento séo requeridos.

Conhecidamente o ATP intracelular possui funcéo energética para as células
e tecidos do corpo humano. A maior parte do ATP encontra-se no interior das célu-
las, todavia essas moléculas podem ser liberadas para o meio extracelular de diver-
sas formas, mais comumente por danos a membrana plasmatica e inflamacdes.
Ademais, o ATP também pode ser liberado de células intactas como por exemplo as
células do sistema nervoso (Battastini; Zanin; Braganhol, 2011). Quando nucleoti-
deos tri e difosfatos estdo no meio extracelular atuam como mensageiros/moléculas
sinalizatérias, desencadeando respostas ao se ligarem aos seus receptores purinér-
gicos.

As formas em que essas enzimas sao encontradas, varia de acordo com as
suas familias. A familia CD39, possui dois dominios transmembrana e um sitio ativo
voltado a porcao extracelular (Zimmerman, 1999). A familia 5’ nucleotidase possui
trés formas, a mais comum delas encontra-se ancorada ao GPI da membrana plas-
matica, na forma solGvel e mais raramente com dominios transmembrana e sitio ca-
talitico voltado a porcéo extracelular (Klemens et al., 1990; Zachowski; Evans; Paraf,
1987). Ja a familia de apirases do tipo Cimex sdo encontradas no extrato salivar de
insetos hematéfagos e secretadas, sobretudo como proteinas solaveis.

Os sistemas de producado de proteinas recombinantes em procariotos ainda
sdo um grande desafio para a maioria das pesquisas cientificas. A tecnologia do
DNA recombinante em bactérias, principalmente em E. coli tem sido de grande utili-
dade para a caracterizagdo bioquimica de proteinas, dado que esse sistema apre-
senta inlmeras vantagens como: otimiza¢ao do tempo de expressao do crescimento

de culturas, facil manuseio e custo reduzido. Por outro lado, nem sempre é possivel

65



obter uma mesma expressao da proteina nativa de modo fidedigno a forma em que
essas proteinas sédo produzidas em suas condi¢des selvagens, devido a auséncia de
modificacdes pds-traducionais ou modificagées inadequadas que podem ser impedi-
tivos para que essas proteinas se tornem funcionais (Andersen; Krummem, 2002;
Brodyk, 2009; Rosano; Ceccarelli, 2014; Young; Britton; Robinson, 2012).

Para testar a atividade da apirase de R. prolixus, foi realizado o teste de ati-
vidade enzimatica em gel de zimograma, ndo sendo encontrado nenhuma atividade
da proteina expressa. Ademais, nas tentativas de purificagdo dos CI foi observado
gue a proteina interagiu fracamente a resina, saindo nas primeiras lavagens e elui-
cOes. Resultados similares também foram observados por Karim, Lambert e Pioszak

(2022) ao tentarem purificar a apirase recombinante de Solanum tuberosum.

7. CONCLUSAO

O presente estudo mostra que a apirase T1H8D6 de R. prolixus, de aproxi-
madamente 40 kDa, contém duas a-hélices e 22 folhas-8, peptideo sinal, ndo deve
ser secretada pela via ndo-classica, ndo apresenta dominios transmembrana, apre-
senta pelo menos trés motivos de N-glicosilacdo e dois possiveis sitios de O-
glicosilacédo, 46 sitios de fosforilacdo; forma um clado com as sequéncias de Cimex
lectularius_(096559) e da espécie de flebotomineo Phlebotomus kandela-
kii_(AOA6B2EKM6), e ndo se agrupou com a sequéncia Q70GK8 de apirase do tria-
tomineo Triatoma infestans, pertencente a familia 5’ nucleotidase.

A apirase T1H8D6 recombinante de R. prolixus foi expressa em sistema de
heterdlogo E. coli, sendo possivel obter a proteina na fracdo insoluvel formando
agregados proteicos ou corpos de inclusado, e na fracdo soluvel. A proteina recombi-
nante apresentou a massa molecular esperada de aproximadamente 40 kDa e foi
detectada pela técnica de western blotting. Embora os corpos de inclusdo tenham
sido preparados com sucessivas lavagens e solubilizado em agente desnaturante,
nao foi possivel realizar a purificacdo da proteina. A apirase T1H8D6 recombinante
de R. prolixus ndo apresentou atividade difosfohidrolasica por zimograma. Por algum
motivo ainda a ser investigado a apirase T1H852 recombinante de R. prolixus néo foi

expressa.
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8. PERSPECTIVAS

v

Realizar testes de otimizacdo da expresséo da apirase T1H8D6 recombinante de
R. prolixus;

Purificar a apirase T1H8D6 recombinante de R. prolixus dos corpos de incluséo;
Realizar ensaios de renaturacéo da apirase T1H8D6 recombinante de R. prolixus
utilizando diferentes condic¢oes;

Realizar testes de atividade apirasica pela liberacao de fosfato inorganico utilizan-
do o método Fiske-Subbarow;

Realizar testes de inibicdo da agregacao plaquetaria mediada pelo ADP.
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