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But we must not forget that when radium was
discovered no one knew that it would prove useful in
hospitals. The work was one of pure science. And this
is a proof that scientific work must not be considered
from the point of view of the direct usefulness of it. It
must be done for itself, for the beauty of science, and
then there is always the chance that a scientific
discovery may become like the radium a benefit for
humanity.

Marie Curie



RESUMO

O género Leishmania representa um grupo de protozoarios intracelulares que séo
agentes etioldgicos de doencgas infecciosas chamadas leishmanioses. Esse espectro
de doencgas possui tratamento ineficiente com sérios efeitos adversos. Nosso grupo de
estudo busca a identificacdo de potenciais alvos de drogas para a quimioterapia de
doengas neglicenciadas, entre elas a leishmaniose, focando principalmente nas
proteases. A sinalizagdo de proteinas para degradacao via proteassoma 26S ocorre
quando cadeias de ubiquitina (Ub) sdo conjugadas por Ub-ligases. Ub-hidrolases
(enzimas de deubiquitinacdo - DUBs) atuam na remocg¢do da Ub. Estas enzimas
possuem importante participacdo na modulacido da resposta imune, como a otubaina, a
primeira DUB relacionada a regulagdo da anergia de linfécitos T. Este trabalho
apresenta a caracterizagdo enzimatica da enzima recombinante otubaina de
Leishmania chagasi (rOTULc) e sua localizagado no parasito. A recombinante WT e os
mutantes F82S/F182S/L265P, F82S/L265P e L265P foram testados com tetra
ubiquitina ligada por K48 ou K63. A rOTULc demonstrou clivar tetra ubiquitina ligada
por K48 e parcialmente ligada por K63. O mutante L265P demonstrou atividade
reduzida na tetra ubiquitina ligada por K48. Os mutantes F82S/F182S/L265P e
F82S/L265P néo clivaram ambos substratos. A imunofluorescéncia da OTULc
demonstrou um padrdo vesicular, ao longo do parasito. Ademais, otubaina nao
colocalizou com a catepsina-B, uma protease lisossomal, na forma promastigota. Os
achados mostram que a rOTULc cliva preferencialmente tetra ubiquitina ligada por K48,
uma ligagdo associada a degradagao proteica pelo proteassoma 26S, sugerindo um

envolvimento na preservagao de proteinas evitando sua degradacéo.

PALAVRAS-CHAVES: deubiquitinacdo, Leishmania chagasi, otubaina, atividade

enzimatica



ABSTRACT

The genus Leishmania represents a group of intracellular protozoan that are the
etiological agents of the infectious diseases called leishmaniasis. This spectrum of
diseases has ineffective treatment with serious adverse effects. Our research group
aims to identify potential drug targets for chemotherapy of neglected diseases, as
leishmaniasis, focusing especially on proteases. The signaling of proteins for
degradation by the 26S proteasome occurs when ubiquitin (Ub) chains are conjugated
by Ub-ligases. Ub-hydrolases (deubiquitylating enzymes - DUBs) perform the removal
of Ub. These enzymes have important mechanisms in the modulation of immune
response, like otubain, the first DUB related to the regulation of the anergy in T cells.
This work presents the enzymatic characterization of the recombinant otubain from
Leishmania chagasi (rOTULc) and its localization within the parasite. The recombinant
WT and the F82S/F182S/L265P, F82S/L265P and L265P mutants were assayed on
K48- or K63-linked tetra ubiquitin. The rOTULc is shown to cleave K48-linked Ub and
partially K63-linked. The L265P mutant showed only reduced activity on K48-linked Ub.
The F82S/F182S/L265P and F82S/L265P mutants did not cleave either substrates. The
immunofluorescence of OTULc showed a vesicular pattern, along the parasite. Besides,
otubain did not colocalized with cathepsin-B, a lysosomal protease, in promastigote
form. The findings show that rOTULc cleaves preferentially tetra K48-linked Ub, a
linkage associated to protein degradation by 26S proteasome suggesting an
involvement in proteins rescuing by avoiding their degradation

KEYWORDS: deubiquitination, Leishmania chagasi, otubain, enzymatic activity
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INTRODUCAO

Leishmanioses

As leishmanioses compde um grupo de doengas causadas por parasitos
intracelulares obrigatérios do género Leishmania que atingem humanos e outros
animais. Pertecem a familia Trypanosomatidae e a ordem Kinetoplastida, caracterizada
pela presenca de um cinetoplasto rico em DNA mitocondrial. E sabido que pelo menos
21 espécies representam os agentes etioldégicos dessas doengas, transmitidas pela
fémea de aproximadamente 30 espécies de hematéfagos do género Phlebotomus, na
Africa e Europa, e Lutzomyia, nas Américas (WHO, 2013).

Os primeiros relatos dessas doencas datam do final do século XIX, por meio da
observagéo de David D. Cunningham em feridas de pacientes indianos, atribuindo-as a
fungos. Em 1903, William Leishman descreveu corpos intracelulares em tecido de
orgaos viscerais de paciente indianos e sugeriu que eram relacionados aos
tripanossomatideos (LEISHMAN, 1903). Sabe-se, porém, que as leishmanioses
acometem seres humanos ha muito tempo, uma vez que ja foi relatado a presenca de
DNA de Leishmania donovani em mumias egipcias de 4 mil anos atras (ZINK et al,
2006).

Embora haja o acometimento de individuos pelos parasitos causadores de
leishmanioses ha alguns milénios, ainda hoje estas doengas sdo consideradas graves
problemas de saude publica e, por isso, estdo na lista das 17 doengas negligenciadas
da Organizagdo Mundial da Saude, ao lado de outras 2 doengas causadas por
tripanossomatideos, como doenga de Chagas (Trypanosoma cruzi) e doenga do sono
(Trypanosoma brucei) (WHO, 2012). Assim, as leishmanioses afetam em grande parte
a populagdo pobre e marginalizada, sendo endémica em 98 paises, estimando-se
aproximadamente 2 milhées de novos casos, 20.000 ébitos todos os anos e 350
milhbes de pessoas com o risco de contrairem um dos tipos dessas doencgas
atualmente no mundo (WHO, 2010).

As leishmanias s&o organismos digenéticos e estdo presentes no hospedeiro
invertebrado (flebotomineos) em formas promastigotas, que possuem flagelo, e nos
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hospedeiros vertebrados (humanos e outros mamiferos) em formas amastigotas, que
possuem o flagelo internalizado (HERWALDT, 1999).

Este género é dividido em 3 subgéneros: Leishmania (Leishmania), Leishmania
(Viannia) e Leishmania (Sauroleishmania), sendo a classificagdo baseada no tropismo
do parasito por diferentes partes do intestino do vetor. Na Leishmania (Leishmania), as
formas promastigotas metaciclicas migram para o intestino médio e probdscide.
Entretanto, no subgénero Leishmania (Viannia) estes parasitos se direcionam para a
regiao pildérica do intestino posterior. Ja a Leishmania (Sauroleishmania) € uma espécie
nao patogénica ao homem e seu desenvolvimento ocorre no intestino posterior (BATES,
2007; BESTEIRO et al., 2007).

De modo geral, os flebotomineos obtém os parasitos durante o repasto
sanguineo em um hospedeiro mamifero infectado. No momento que os flebotomineos
introduzem seu aparelho bucal na pele do hospedeiro infectado, as formas amastigotas
ali presentes sdo adquiridas e o aumento do pH e a diminuicdo de temperatura no
intestino do vetor ativa a diferenciagdo do parasito da forma amastigota para a forma
promastigota prociclica que é fracamente modvel, altamente multiplicativa e nao
infectiva. Com o tempo, a taxa de replicagdo € diminuida e ocorre a metaciclogénese,
que corresponde a diferenciagdo da promastigota prociclica em promastigota
metaciclica. Esta ultima forma, mais alongada e altamente médvel, é infectiva para os
hospedeiros mamiferos e pouco replicativa. Além disso, possui a capacidade de migrar
para o intestino médio e probdscide do vetor, pronto para ser transmitidos através do
repasto sanguineo. Assim, quando acontece a transmissao dessas formas na pele do
hospedeiro pelo vetor, ocorre a quimiotaxia para recrutamento de células fagociticas,
como o macrofago, que internaliza o parasito, formando o vacuolo parasitoforo. Este
ambiente possui caracteristicas lisossomais (pH baixo e elevada concentragao de COy)
favorecendo a diferenciagdo de promastigota em amastigota. No interior da célula
fagocitica, as formas amastigotas se replicam, até que a membrana da célula é rompida
e ocorre o extravasamento do parasito, recrutando novas células para a fagocitose e,
assim, levando a diante a infecgdo. Quando o hospedeiro invertebrado ingere formas

amastigotas do hospedeiro vertebrado infectado, um novo ciclo se inicia (Fig. 1).
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Figura 1 Ciclo de vida das espécies patogénicas de Leishmania. As formas
amastigotas se desenvolvem nos hospedeiros mamiferos e sao fagocitadas por células
do sistema imune, principalmente macrofagos, onde se multiplicam. Quando a fémea do
flebotominio alimenta-se do sangue de um hospedeiro mamifero, ela se infecta com a
forma amastigota que sofre diferenciacéo tornando-se promastigota. Entdo, as formas
promastigotas, apds metaciclogénese, reproduzem-se no trato digestivo do inseto que,
posteriormente, serdo transmitidas pela picada da fémea do flebotominio em um novo
hospedeiro, diferenciando-se em amastigostas, completando o ciclo evolutivo do
parasito. Adaptado de LIPOLDOVA & DEMANT (2006).

As manifestacdes clinicas sao diversas e dependentes do tipo de leishmaniose
que o individuo desenvolve, sendo o quadro clinico diferenciado em leishmaniose
cutanea (localizada ou difusa), mucocutédnea ou visceral. Respectivamente, estas
patologias possuem como principais caracteristicas clinicas as lesdes ulcerativas na
pele, inflamacdo destrutiva nas mucosas e infeccdo visceral disseminada,
(HERWALDT, 1999). O quadro que sera desenvolvido pelo individuo infectado é
dependente da espécie pela qual ele foi acometido. Entretanto, demonstrou-se que
outros fatores podem ser igualmente determinantes, como o estado nutricional e perfil
genotipico do infectado. Inclusive, os sintomas, entre individuos infectados pela mesma
espécie, também nao seguem padronizagdo. Apesar de n&o haver esclarecimentos
sobre esse comportamento atipico, € sabido que alteragdes génicas do hospedeiro

podem estar envolvidas nesse processo (LIPOLDOVA; DEMANT, 2006).
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Leishmaniose Cutanea Localizada (LCL)

A espécie mais importante clinicamente nesta forma da doenca é a L. (V.)
braziliensis, apesar de que qualquer espécie do subgénero Viannia e Leishmania esta
apta a provocar o desenvolvimento de LCL. O primeiro sinal apds a picada do
flebotomineo é o aparecimento de uma papula no local de inoculagao que pode evoluir
para uma ulceracdo e, na maioria dos casos, perdura entre 3 a 18 meses até seu
desaparecimento, deixando uma ferida com alteracdo de pigmento. E possivel o
surgimento de nodulos subcutadneos indolores nas proximidades da ulcera formada
devido a propagacao pelos linfonodos locais (CHOI & LERNER, 2001). Infecgbes
desenvolvidas em LCL podem evoluir para leishmaniose mucocutanea (LMC) ou para
leishmaniose cutanea difusa (LCD), caso o sistema imunoldgico do hospedeiro néo
consiga controlar a LCL (SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004).

Leishmaniose Mucocutanea (LMC)

O desenvolvimento de LMC é comumente associado a uma LCL n&o tratada em
que as ulceracdes apresentadas desapareceram por si s6, apesar de ser possivel o
aparecimento de lesdes cutdneas e nas mucosas sem historico prévio de LCL
(SILVEIRA et al., 2004). Desta forma, L. (V.) braziliensis se mostra como o principal
agente etiologico desta forma da doencga, sendo também atribuida, na América Central,
a espécie Leishmania panamensis (CHOI & LERNER, 2001). A sintomatologia se
apresenta, inicialmente, com a inflamagdo e consequente necrose do septo nasal,
evoluindo para a cavidade oral e faringe. Desnutrigdo devido a dificuldade de degluticao
e infecgdes secundarias, como pneumonia, sdo causas associadas aos obitos por LMC
(CHOI & LERNER, 2001; PISCOPO; MALLIA, 2006).

Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD)

A LCD é decorrente de uma resposta celular hipossensivel (anérgica) a LCL. E
uma forma rara do Novo Mundo causada por L. amazonensis, sendo também ja
descrita no Leste da Africa por L. aethiopica (CHOI & LERNER, 2001). Ocorrem lesées
cutaneas que se disseminam pela face e outras areas da pele. Neste caso, as lesdes

nao sao ulcerativas e possuem alta quantidade de parasitos na forma amastigota
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(SILVEIRA et al., 2004). Geralmente n&o se propaga para os 0rgaos viscerais, porém a
LCD responde pouco aos antimoniais pentavalente, primeira linha de tratamento das
leishmanioses (PISCOPO; MALLIA, 2006).

Leishmaniose Visceral (LV)

A LV, também chamada de calazar, € uma forma sistémica que atinge orgaos
viscerais causada por L. infantum e L. donovani. O periodo de incubacdo € de 3 a 8
meses e 0s sinais e sintomas sdao geralmente febre, pancitopenia,
hepatoesplenomegalia, linfadenopatia e pode se manifestar inicialmente como uma
papula eritematosa, que raramente € percebida. A VL pode ser fatal se nao tratada e,
devido a depressdo da imunidade celular, aumenta a predisposicdo a infeccbes
secundarias (CHOI & LERNER, 2001). E possivel que a LV seja assintomatica ou até
mesmo auto-curavel, entretanto, na maioria dos casos, a doenga evolui para um quadro
crénico sintomatico. No leste da Africa e na india, regides endémicas por L. donovani,
aproximadamente 50% dos acometidos por LV, apds recuperagdo, desenvolvem uma
forma da doenga chamada leishmaniose dérmica pds-calazar (LDPC), caracterizada por
maculas hipopigmentadas ou eritematosas que se desenvolvem no rosto espalhando-se
pelo corpo (WHO, 2010). Esta complicagdo requer periodos longos de tratamento
sistémico medicamentoso e, geralmente, as areas hipopigmentadas nao retraem (CHOI
& LERNER, 2001).

Leishmanioses no Brasil e no Distrito Federal

As leishmanioses, antes tratadas como doencas rurais, encontram-se em um
grande processo de disseminagdo ao longo das décadas para areas urbanas e
periurbanas. Este fato ndo é uma verdade apenas no Brasil, mas também em outros
paises, levando a surtos em paises n&do endémicos da Europa e crescente propagacgao
em paises endémicos. Podem-se relatar dois grandes processos iniciados na década
de 80 que contribuiram para esta mudanga de cenario epidemiologico: (1) a alta
adaptacao do vetor que transmite essas doencas (Lutzomyia longipalpis e L. cruzi) a

regides mais urbanizadas e (2) o grande processo migratério das populagdes rurais
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devido a fome e a seca levando individuos e cachorros infectados para essas novas
regides (HARHAY et al., 2011).

As formas de leishmaniose tegumentar americana (LTA) representam grande
importancia dermatolégica no Brasil, provocando profundas deformidades nos
individuos acometidos pelas doencgas, refletindo nas areas sociais e psicoldgicas. A
média anual de casos autéctones no Brasil de LTA é de 28.568 e em 2005 foi
confirmada a presenca de casos de LTA em todas as Unidades Federativas do Brasil
(BRASIL, 2010a).

A grande maioria dos casos de leishmaniose visceral (LV) estdo concentradas
em um grupo de 6 paises: Bangladesh, india, Nepal, Sudo, Etiépia e Brasil, sendo que
90% dos casos conhecidos nas Américas ocorrem no Brasil. Desde os anos 80 até
meados de 2005, aproximadamente 60 mil casos de LV foram registrados e grande
parte desses casos era na regido Nordeste (HARHAY et al., 2011). Entretanto, com a
propagacéo supracitada em todos os estados brasileiros, este quadro vem sofrendo
alteracbes, sendo contabilizada no periodo de 2000 a 2002 uma redugao de
aproximadamente 14% casos na regiao Nordeste (BRASIL, 2006).

Considerando dados dos ultimos 10 anos a respeito da LV, 3.156 casos
representam a meédia anual do Brasil, levando a incidéncia a 2 casos a cada 100.000
habitantes. Grande parte dos afetados s&o criangas e 41% dos casos registrados séo
em criancas menores de 5 anos. As criangas estdo mais suscetiveis devido a maior
exposicao ao vetor e a imaturidade do sistema imune celular agravado pela
desnutrigdo, fator constante nas areas endémicas (BRASIL, 2006).

Devido a instalagdo da agao de vigilancia entomologica em 2004, foi possivel o
mapeamento das espécies de flebotomineos e consequente determinacao das areas de
risco de leishmanioses no Distrito Federal. Neste mesmo ano, foi identificado, em Sao
Sebastido, o flebotomineo capaz de transmitir leishmaniose visceral, L. longipalpis. No
ano seguinte, em 2005, foi registrado o primeiro caso de leishmaniose visceral
autoctone do DF. Até 2013, foram identificadas outras 4 espécies de flebotomineos, L.
whitmani, L. intermedia, L. neivai e L. flaviscutelata, aptas a transmitir o protozoario

causador da leishmaniose tegumentar americana (DISTRITO FEDERAL, 2013a).
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As areas de risco para LTA e LV sado as regides rurais e aquelas que estao
passando por processos de urbanizagdo. Geralmente, sdo areas com vegetagao
preservada ou remanescente, porém, o principal vetor do DF, L. whitmani, também ja foi
identificado em areas urbanizadas como Lago Norte, Lago Sul e Sobradinho. Em 2012,
foram confirmados 38 casos de LV e 51 casos de LTA no DF, sendo desses 7 e 5 casos
autéctones, respectivamente (DISTRITO FEDERAL, 2013a; DISTRITO FEDERAL,
2013b).

Patogenia

No momento da picada do inseto hematéfago, além da laceragdao dos vasos
sanguineos causada pela introdugéo do aparelho bucal na pele, as moléculas presentes
na saliva também auxiliam na entrada dos promastigotas naquele novo ambiente.
Agentes vasodilatadores presentes na saliva possibilitam que a probdscide atinja a
epiderme. Assim, o sistema imune do hospedeiro, como resposta, realiza a ativacao de
células fagociticas, sistema complemento, anticorpos, plaquetas e trombina contra as
moléculas farmacoldgicas presentes na saliva do inseto, como prostaglandinas, apirase,
fator de ligagdo a interleucina 2, adenosina, entre outras (DE ALMEIDA et al., 2003).
Alguns fatores de viruléncia sdo de fundamental importancia para a entrada bem
sucedida das formas promastigotas nas células fagociticas, como o lipofosfoglicano,
capaz de interferir na atividade de macréfagos e células dendriticas e a GP63, uma
metaloprotease presente na superficie da membrana da forma promastigota, que é
capaz de protegé-lo da acdo do sistema complemento, prevenindo a lise do parasito,
que entdo é capaz de adentrar os macréfagos (MURRAY et al., 2005).

Apds a internalizacdo das formas promastigotas pelas células fagociticas
(principalmente macrofagos e células dendriticas) e metaciclogénese no fagolisossomo,
a resposta imune pelo hospedeiro é mediada por células. Os macréfagos comegam a
produzir radicais livres em resposta ao interferon gama (IFN-y) liberado pelos linfécitos
T auxiliar ativados, a fim de promover a morte do agente. A indugéo de fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) pela Leishmania nos macréfagos potencializa esta produgéo de

IFN-y, o que é um estimulo para a ativacdo de mais macrofagos. Em contrapartida,
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também ha a produgéo de fator de crescimento beta (TGF-B) que inibe o IFN-y e, com
isso, impede a ativagdo dos macrofagos. Ha também a inibicdo de IL-12, impedindo a
ativacdo da resposta protetora por Tyl (CUMMINGS et al.,, 2010). Além disso, os
parasitos, uma vez presentes no interior dos macréfagos, interferem na apresentacgao
dos antigenos o que pode modular o caminho da doenca. E sabido que o controle da
doenca € determinado pela sobreposicdo de uma resposta Tyl a resposta Ty2
(BRASIL, 2010a).

Tratamento

A primeira tentativa bem sucedida no tratamento das leishmanioses ocorreu em
1912, quando Gaspar Vianna utilizou uma formulagdo com antimonial trivalente, Sb(lll),
na quimioterapia de LTA. Em 1922, Bramachari sugeriu 0 uso de ureia estibamina, o
primeiro antimonial pentavalente, uma forma menos toxica em comparagdo aos
trivalentes. Desde entdo, os antimoniais pentavalentes, Sb(V), sdo a primeira linha de
escolha no tratamento das leishmanioses (WHO, 2010). Os antimoniais pentavalentes
sdo proé-farmacos, ou seja, eles sao convertidos a uma forma biologica ativa, o
antimonial trivalente, no organismo através do sistema glutationa. O efeito leishmanicida
dos antimoniais sugere estar envolvido na glicdlise, no balango tripanotiona e na
atividade da DNA topoisomerase tipo | (KOBETS et al., 2012).

Atualmente, duas formulacbes de antimonial pentavalente sao utilizadas: o
antimoniato de N-metilglucamina e o estibogluconato de sodio. Ambos séo
quimicamente similares, sendo o antimoniato de N-metilglucamina menos téxico por
possuir menor porcentagem de Sb(V) na formulagdo (WHO, 2010). O estibogluconato
de sédio ndo é comercializado no Brasil. Apesar de ser o tratamento de primeira
escolha para todas as formas de leishmanioses, os antimoniais pentavalentes devem
ser utilizados com cautela nas formas mucosas, apresentando resposta lenta ao
medicamento e recidivas (BRASIL, 2010a). Esses medicamentos sdo administrados
pelas vias intramuscular ou intravenosa por infusdo, ou ainda intralesional, no caso da
LC, sendo a duragcdo meédia do tratamento de 30 dias (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).
A formulacdo oral é ineficiente, provavelmente devido a baixa lipossolubidade do
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farmaco, dificultando sua absorcdo (KEDZIERSKI et al., 2009). No entanto, ja €&
observado um aumento na resisténcia dos parasitos aos antimoniais. Na India, o uso
destes medicamentos foi abandonado dado a resisténcia adquirida por L. donovani e
uma queda na taxa de cura de 50%. Outro fator desfavoravel ao uso dos antimoniais
sao seus efeitos adversos dose-limitante, que incluem efeitos cardiotéxicos como
arritmias, prolongamento Q-T, morte subita, além de efeitos nefrotoxicos, hepatite,
artralgia, mialgia, nauseas e vomito (KOBETS et al., 2012).

O medicamento de segunda escolha é a (desoxicolato) anfotericina B, utilizada
no caso de falha aos antimoniais pentavalentes, no tratamento de pacientes gestantes
e, principalmente, nos casos de leishmanioses visceral e mucocutanea. A anfotericina B
€ um antibiotico da classe dos macrolideos, isolada do Streptomyces nodosus nos anos
60. Seu mecanismo de acao provém da formacido de poros na membrana do parasito
através de sua afinidade pelo ergosterol, componente da membrana plasmatica do
parasito, aumentando sua permeabilidade e ocasionando a morte da Leishmania.
Graves efeitos colaterais, como nefrotoxidade, hipocalemia e anafilaxia estao
associados ao uso da anfotericina B. O desenvolvimento de uma formulagao lipossomal
teve como objetivo obter a mesma eficacia, porém com um nivel de toxicidade menor,
gracas a captacgéao preferencial por células reticuloendoteliais (KOBETS et al., 2012). O
maior fator limitante da anfotericina B lipossomal € seu alto custo. A administragao
desses medicamentos € injetavel e, geralmente, é restrita ao uso hospitalar (BRASIL,
2010a).

A terceira linha de tratamento utilizada no Brasil e recomendada pela Relacao
Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) € a pentamidina, utilizada no
insucesso das outras duas linhas de tratamento e no caso de LC por L. guyanensis
(BRASIL, 2010b). A pentamidina promove a morte do parasito por meio de sua ligagao
as sequéncias AT do DNA do cinetoplasto. A formulacédo disponivel no Brasil € o
isetionato de pentamidina e sua administracdo é intramuscular ou, preferencialmente,
intravenosa. Entre os efeitos colaterais da pentamidina estdo nefrotoxicidade,
cardiotoxicidade, indugao de estado de diabetes mellitus e hipoglicemia. Por isso, na

india, o uso deste medicamento foi totalmente abandonado, porém, ele ainda é utilizado
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nas Américas e, por recomendagcdo da OMS apenas quando nenhum outro
medicamento estiver disponivel (KOBETS et al., 2012).

Considerando o cenario da quimioterapia para leishmanioses, torna-se evidente
a necessidade de novos alvos terapéuticos, culminando em novas formulacbes
farmacéuticas que sejam eficazes e que oferecam menos efeitos adversos aos
pacientes. Assim, o melhor entendimento da biologia celular e molecular do parasito,
como a caracterizagao de moléculas envolvidas em processos pouco elucidados, se faz

necessario para o inicio desta busca por novos alvos.

Deubiquitinagao

A ubiquitinagdo consiste em uma ligagao covalente de moléculas de ubiquitina
(Ub) a um substrato protéico no intuito de regular as vias de sinalizagdo, seja levando
essas proteinas-alvo para degradagédo por meio do proteassoma ou modificando sua
atividade ou localizagdo. Esta modificacdo pods-traducional € um processo reversivel,
sendo possivel a desconjugacdo da molécula ou da cadeia de ubiquina através de
enzimas especializadas denominadas enzimas de deubiquitinagdo (DUB). Ainda que
pouco estudadas, as DUBs possuem papel importante na regulacdo de varios
processos, desde a progressao tumoral até a neurodegeneragao (NIJMAN et al., 2005).

A ligacao covalente, catalisada por uma cascata de enzimas, pode ser feita a
uma unica molécula de ubiquitina ou a uma cadeia de moléculas de ubiquitinas ligadas
por seus residuos de lisina na porcao carboxi-terminal. A ubiquitina é ativada pela
enzima E1 (ativadora), por meio do consumo de ATP, para formagado de uma ligagao
tioéster entre o residuo de cisteina, presente no sitio ativo, com a porg¢ao carbodxi-
terminal da ubiquitina. Assim, esta ubiquitina é transferida a enzima E2 (conjugadora),
novamente através de uma ligacdo com o residuo de cisteina do sitio ativo da E2.
Entdo, a catalise da ubiquitinagdo da proteina-alvo acontece de duas formas,
dependendo do tipo da enzima E3 (ligase) (Fig. 2): caso a enzima seja uma ligase do
tipo HECT (homologous to E6AP carboxyl terminus), a ubiquitina ativa € recebida pela
E3, ligando-se covalentemente ao residuo de cisteina do dominio HECT e, entéo,

transferida para um residuo de lisina no substrato protéico, que foi previamente
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reconhecido pelo dominio especifico para as proteinas. Ja as ligases do tipo RING
finger transferem a ubiquitina diretamente da E2 para a proteina-alvo, sem a
necessidade de ligagao covalente (KAWABE; BROSE, 2011)
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Figura 2. Processo de ubiquitinagao. A ubiquitina é ativada pela enzima E1 e
transferida a E2. Entdo, a catalise da ubiquitinacdo da proteina-alvo acontece de duas
formas: a ubiquitina pode ligar-se a ubiquitina-ligase E3 monomérica (HECT) ou o
complexo E2-Ub pode se associar a E3 (RING), onde ambos os caminhos levam a
ligagcao da ubiquitina ao substrato protéico. Adaptado de KAWABE; BROSE (2011).

A conjugacgao de ubiquitina ao substrato pode ser realizada de diferentes formas.
A monoubiquitinagdo consiste na ligagdo de uma molécula de ubiquitina; a
monomultiubiquitinacdo, na ligagdo de diferentes moléculas de ubiquitina, cada uma
ligada a diferentes sitios do substrato. A poliubiquitinagdo consiste na ligacao de
cadeias de ubiquitinas a proteina-alvo. O processo de ligagédo da ubiquitina ao substrato
pode ser feito através de qualquer uma das 7 lisinas presentes na ubiquitina (K6, K11,
K27, K29, K33, K48 e K63). Os substratos protéicos poliubiquitinados na lisina 48
representam a grande maioria nas células eucaridticas e, juntamente com a
poliubiquitinagcado na K11, sao direcionados para o proteassoma 26S para degradagao.
As cadeias poliubiquitinadas na lisina 63 medeiam diversas fungées nao degradativas,
como o trafego de proteinas, interagdo proteina-proteina e a ativagdo funcional de
fatores de sinalizagdo. A monoubiquitilagdo também esta envolvida em diversos
processos celulares ndo degradativos, como reparo e replicagcdo de DNA e transcri¢cao
génica e regulacao da endocitose (Fig. 3). Ja a poliubiquitinagdo a partir de outras
lisinas ndo tem seu papel bem elucidado (HERSHKO; CIECHANOVER, 1998;
KAWABE; BROSE, 2011; PONTS et al., 2008).
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Figura 3. Regulagao de processos celulares pela ubiquitinagao. A poliubiquitinacao
pela lisina 48 é uma das ligagbes mais estudadas no processo de ubiquitinagdo e
geralmente essa modificagdo esta associada a degradadacgao pelo proteassoma. Com o
mesmo objetivo, a cadeia ligada pela lisina 11 também marca proteinas para
degradagdo. Ja a ligagao pela lisina 63 esta envolvida com marcagéo de proteinas que
modulam processos nao degradativos. A monoubiquitinacao e a
multimonoubiquitinagdo também esta asssociada a eventos ndo degradativos, como a
regulagdo da endocitose de proteinas transmembranicas. Adaptado de KAWABE;
BROSE (2011).

As enzimas de deubiquitinagdo (DUBs) sdo proteases que clivam as cadeias de
ubiquitinas, antagonizando o processo de ubiquitinagdo. A maior parte das DUB séao
cisteino-proteases, ou seja, sua atividade depende da deprotonagdo de uma cisteina,
adjacente a uma histidina, que é polarizada por um aspartato, formando a triade
catalitica. A catalise ocorre com o ataque nucleofilico da cisteina com do grupo carbonil
formado pelo substrato proteico e a ubiquitina, formando, assim, um oxianion. O
substrato proteico € liberado e a ubiquitina forma uma ligagdo covalente com a DUB
que, apos reagdo com uma molécula de agua, liberara a ubiquitina e a enzima livre. Ja
nas metalo-proteases, outra classe de DUBs, é utilizado um atomo de zinco, gerando
um intermediario com o substrato estabilizado por um aspartato e duas histidinas que é
quebrado apos a transferéncia de préton de uma molécula de agua, liberando a
ubiquitina (NIJMAN et al., 2005).

As DUBs, entao, sao divididas em 5 familias: ubiquitina carboxi-terminal hidrolase
(UCHSs), ubiquitinas protease-especifica (USPs), proteases relacionadas ao tumor

ovariano (OTUs), proteases com dominio da proteina da doenga Machado—Joseph
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(MJDs) e metalo-enzimas contendo dominio JAB1/PAB1/MPN (JAMMs). A
especificidade pelo substrato é determinada por alguns fatores, como os dominios de
interacéo protéica, as cadeias de ubiquitinas ligadas pelas diferentes lisinas, expressao
e de localizagdo subcelular (SUN, 2008).Ja é sabida a importdncia da ubiquitinacéo
para a regulagao da resposta imune, como a relagdo das ubiquitinas ligases E3 com o
desenvolvimento e a ativag&o de linfocitos, estabelecimento da tolerancia imunologica e
funcdes na imunidade inata.

De modo geral, ubiquitinagao na lisina 63 € um mecanismo sinalizador envolvido
na ativagao do fator nuclear- kB (NF-kB) (LIU; PENNINGER; KARIN, 2005; WERTZ et
al., 2004). Ainda que menos estudado, o papel imunorregulatério da deubiquitinagao
vem sendo evidenciado. Como exemplo, podemos citar a enzima A20, um regulador
negativo da inflamagéo, uma vez que ela degrada as ubiquitinas ligadas a TRAFG6 e
IKKy, fatores que quando ubiquitinados ativam uma cascata de fosforilagdo que resulta
na liberacdo do fator de transcricdo NF-kB responsavel pela transcricdo de varios genes
de citocinas inflamatérias (MAURO et al., 2006; BOONE, 2004). Outro exemplo é a
otubaina, uma DUB que tem como substrato a proteina E3 GRAIL, uma proteina

relacionada com a anergia de linfécitos (SOARES et al., 2004).

Otubaina

A otubaina (ovarian tumor domain-containing ubiquitin aldehyde binding protein)
€ membro da familia de proteases relacionadas ao tumor ovariano (OTUs), a segunda
maior familia de DUBs nos mamiferos. O primeiro gene desta famillia foi identificado em
Drosophila melanogaster na qual regula o desenvolvimento dos ovarios. A capacidade
da otubaina-1 de ser uma enzima deubiquitinante foi demonstrada por sua habilidade
de clivar tetraubiquitina in vitro. Ja a otubaina-2 de humanos n&o possui atividade
catalitica in vitro para isopeptideos. Apesar da alta homologia entre essas duas
sequéncias, na otubaina-2 ha uma extensao da porgao carboxi-terminal que sugere
estar associada a inibicao da atividade catalitica dessa enzima, uma vez que a remogao

desses residuos culminou na atividade da Otu-2 de humano (OtuHs-2) contra
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isopeptideos de ubiquitina. Tanto otubaina-1 quanto a otubaina-2 demonstraram estar
presente em diferentes tecidos humanos (BALAKIREV et al., 2003).

Soares et al. (2004) conseguiram isolar a otubaina-1 como uma proteina
associada a E3 ligase GRAIL. Esta DUB foi a primeira a ser relacionada a regulagao da
anergia de células T. A anergia é um importante tipo de tolerancia periférica que pode
ser induzida pela ligagdo do TCR na auséncia de sinais co-estimulatorios. A ligase E3
GRAIL promove a degradacgdo a partir da poliubiquitinagdo na lisina 48 do GRAIL,
proteina expressa por células T reguladoras responsavel pela producédo de populagdes
de células T reguladoras induziveis na periferia. A otubaina-1, quando superexpressa,
promove a ativagcéo de células T em camundongos (SOARES et al., 2004).

Além disso, a otubaina 1 ja foi demonstrada fazer parte de um complexo com o
fator de viruléncia com atividade quinase (YpkA) e com small GTPase ras homologue
gene family member A (RhoA), onde a otubaina 1 indica fungdo moduladora da RhoA,
promovendo sua estabilizacdo e afetando diretamente a susceptibilidade ao processo
de invasdo da bactéria Yersinia enterocolitica. Para que isto ocorra, a otubaina 1 de
humanos sofre uma modificagcdo pds-traducional — a fosforilagdo —, modificacdo esta
que modula sua habilidade em estabilizar RhoA (EDELMANN et al., 2010).

A otubaina também €& capaz de modular processos celulares independente da
sua atividade enzimatica. Demonstrou-se que a otubaina é capaz de se ligar a E2 ligase
UBC13, impedindo a ubiquitinagao via lisina 63, independentemente da sua atividade
de isopeptidase. A ubiquitinagdo de cadeias de ubiquitinas ligadas pela lisina 63 € um
processo importante para o recrutamento de reparo de DNA em resposta a quebra de
dupla fita (double strand break — DSB) (SATO et al., 2012).

A deubiquitinagao foi primeiramente descrita em tripanosomatideos através dos
estudos iniciais sobre a otubaina de L. chagasi (GUIDO, 2011). Neste trabalho, foi
padronizado o protocolo para purificacdo da rOTULc inativa, a produgcao de anticorpos
contra esta enzima recombinante em camundongos BALB/c, além da modelagem e
dindmica molecular, que revelou a presenca de 10 a-hélices e 1 folha- com 4 fitas e os

residuos cataliticos conservados (GUIDO, 2011).
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JUSTIFICATIVA

As leishmanioses compdem a lista das doengas negligenciadas e sao responsaveis
por 20.000 mortes por ano no mundo. Um dos grandes problemas para contencgao
dessas doencgas € a disponibilidade de tratamentos farmacoldgicos inconvenientes. Os
antimoniais pentavalentes, por exemplo, foram introduzidos na quimioterapia das
leishmanioses em 1940 e perduram até hoje como tratamento de primeira escolha.
Entretanto, apresentam efeitos colaterais indesejados e graves, como nauseas, mialgia,
artralgia e hepatotoxicidade. A pentamidina e a anfotericina B, quimioterapicos de
segunda escolha, também possuem alta toxicidade. Ambas as linhas de tratamento sao
dificeis de serem administradas, uma vez que suas formulagbes sao parenterais. Isto
culmina no abandono do tratamento pelo paciente, ja que a populagdo amplamente
acometida pertence as regides rurais com limitada assisténcia médica (BERMAN, 1997;
FREZARD; DEMICHELI; RIBEIRO, 2009). Diante deste cenario, o Programa Especial
para Pesquisa e Treinamento em Doencas Tropicais (Special Programme for Research
and Training in Tropical Disease — TDR), incentivado pela Organizacdo Mundial da
Saude, estabeleceu a pesquisa de novos agentes terapéuticos como uma prioridade
cientifica para doencgas tropicais, dentre elas as leishmanioses (WHO, 2012). Assim,
investigar mecanismos moleculares que podem interferir no desenvolvimento do
parasito, como o estudo de enzimas deubiquitinantes, sugere avangos que

possivelmente poder&o contribuir para a investigacdo de novos alvos moleculares.
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OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi a caracterizagdo molecular parcial da otubaina
recombinante de L. chagasi (OTULc), para isso foram realizadas as seguintes etapas:

- Analise comparativa da estrutura primaria de OtuLc e seus ortdlogos;

- Estabelecimento do protocolo para expressao e purificagdo da OTULc e seus
mutantes;

- Avaliagdo da atividade enzimatica da otubaina de L. chagasi com substratos de
tetra-ubiquitina e

- Avaliacao da localizagao da enzima em formas promastigotas.
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METODOLOGIA
Alinhamento Multiplo da OtulLc

O alinhamento da sequéncia da proteina otubaina de L. chagasi com as
sequéncias da proteina otubaina de L. braziliensis, T. cruzi, H. sapiens e D.
melanogaster foi realizado com 0 software ClustalWw

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.htm).

Analise dos aminoacidos substituidos no modelo tridimensional da OTULc

A modelagem molecular foi realizada segundo Guido (2011). O ensaio foi feito no
servidor Swiss Model, utilizou como molde a otubaina-1 de H. sapiens (2ZFY)
cristalizada por Edelmann e colaboradores (2009). As imagens foram geradas e

modificadas no programa VDM.

Cultura das formas promastigotas de L. chagasi
As formas promatigotas de L. chagasi foram cultivadas em meio Schneider
(Sigma Aldrich) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado por calor (SFB) e

sulfato de gentamicina (100 ug/ml) a 28°C.

Cultura axénica das formas amastigotas de L. chagasi

Formas promastigotas de L. chagasi em fase estacionaria foram centrifugadas
por 10 min a 1000 x g e lavadas com PBS estéril. Apds remocédo do sobrenadante, as
células foram reconstituidas em 10 mL de meio M199 (Sigma Aldrich) suplementado

com 10% de SFB e incubadas por 3 dias a 37°C com atmosfera de 5% de CO..

Expressao e purificagdo das enzimas recombinantes

A rOTULc selvagem e as trés formas mutantes (T794C, T794C/T245C e
T794C/T245C/T545C) sintetizadas pela empresa GenScript foram clonadas no vetor
pET19b e transformados em E. coli BL21 (DE3). Uma colénia contendo o vetor foi
crescida em meio LB suplementado com 50 pg/mL de ampicilina. A expressao das
enzimas foi induzida a Absggo de 0,6 com 0,1 mM de isopropil-1-B-D-galactopiranosideo

(IPTG) a 16 °C por 5 h ou 16 h sob constante agitacdo. A cultura de bactérias foi
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centrifugada a 3000 x g por 15 minutos e apds o sobrenadante descartado, as bactérias
foram ressuspendidas com binding buffer (0,5 M NaCl, 20 mM Tris-HCI, 5 mM imidazol,
0,2% lisozima) ou BugBuster™ (Novagen) para purificagdo com a resina Agarose-Ni da
marca Novagen. Ao tampé&o, foi adicionado concentracdo efetiva dos seguintes
inibidores de proteases, para evitar a degradagéo das enzimas recombinantes: 1 uM de
pepstatina (inibidor de aspartico protease) e 0,5 mM AEBSF (inibidor de serino
protease). A lise das bactérias foi realizada por sonicagéo (3 ciclos com amplitude entre
40 e 50, pulsos de 7 segundos com intervalos de 1 segundo entre si, por um periodo de
3 minutos) no gelo e o homogenato foi centrifugado a 16000 x g por 10 minutos. Coluna
niquel-agarose His*Bind® Purification Kit (Novagen) foi previamente equilibrada e
carregada com o sobrenadante (fragao soluvel) resultante desse processo, que contém
uma das enzimas OTULc recombinantes. A coluna foi lavada com tamp&o contendo
concentracdes crescentes de imidazol e as enzimas foram eluidas com 400 mM
(OTULc T794C/T245C/T545C) ou 200 mM (para as demais enzimas) de imidazol. As
proteinas soluveis purificada foram analisadas em gel SDS/PAGE (12%) sob condi¢des

desnaturantes e redutoras, seguida da coloragéo do gel com Azul de Coomassie.

Preparo do extrato soluvel e insoluvel de promastigotas e amastigotas de L.
chagasi

A cultura da forma promastigota e da amastigota de L. chagasi, apos
centrifugagdo a 5.000 x g por 15 min, foi lavada trés vezes com PBS filtrado. O
sedimento foi ressuspendido com inibidor de proteases e PBS e congelado e
descongelado repetidas vezes a fim de lisar as células. Em seguida, as células lisadas
foram centrifugadas a 15.000 x g por 10 min para separar as porgdes soluvel e
insoluvel. O sobrenadante contendo o extrato soluvel foi retirado e o sedimento (extrato
insoluvel) foi ressuspendido com PBS em quantidade igual ao resultante do extrato

soltivel.

Ensaio eletroforético
O SDS/PAGE foi realizado usando 12% ou 10% de poliacrilamida. As amostras
foi acrescentado tampao de amostra de proteina (62,5 mM Tris-HCI pH 6,8; SDS 2%; [3-
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mercaptoetanol 5%; Azul de bromofenol 0,08% e Glicerol 30%), e as mesmas foram
fervidas por 5 min. Para a eletroforese, utilizou-se tampao de corrida (25 mM Tris; 191
mM Glicina e SDS 0,1%) sob voltagem inicial de 90 V e final de 160 V. Apds a
eletroforese, o gel foi corado com Azul de Coomassie. Como padrao utilizou-se o

marcador BenchMark Protein Ladder (Invitrogen).

Western blot

As proteinas soluveis purificadas ou o extrato soluvel e insoluvel de
promastigotas de L. chagasi foram submetidos a SDS/PAGE As proteinas foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Hybond-C Extra, Amersham)
utilizando tampao de transferéncia (25 mM Tris; 192 mM glicina; 20% metanol e 0,1%
SDS). Apds a transferéncia, a membrana foi incubada por 1 h PBS/leite desnatado (5%)
para o bloqueio de liga¢des inespecificas. Em seguida, foram realizadas 3 lavagens de
5 min com PBS. A membrana foi entdo incubada com anticorpo primario, sendo este o
Soro pré-imune ou imune contra otubaina de L. chagasi na concentragao de 1:200 em
PBS/leite 1% durante a noite a 4°C. A seguir, a membrana foi lavada novamente 3x
com PBS por 5 min e incubada com o anticorpo secundario anti-lgG a-lgG de
camundongo, conjugado a fosfatase alcalina (Goat Anti-mouse IgG alkaline
Phosphatase Conjugate, Novagen) na concentracdo de 1:1000. A membrana foi entao
incubada no tampao da fosfatase alcalina por 10 min e os imunocomplexos formados
foram revelados com o substrato da fosfatase-alcalina, 5-bromo-4-cloro-3-indolil-1-
fosfato/Nitro Blue Tetrazolina (NBT/BCIP, Promega).

Imunofluorescéncia

Para determinar a citolocalizagdo da proteina OtuLc, a cultura da forma
promastigota ou amastigota de L. chagasi foi centrifugada a 2.000 x g por 10 min e,
entdo, lavadas trés vezes com PBS filtrado e o sedimento ressuspendido em 1mL de
paraformaldeido 3,7% diluido em PBS por 30 min. Posteriormente, os parasitos foram
depositados em lamina, previamente lavada com EtOH 70% e H,O milli-Q e carregada
com solucdo 0,1% poli-Lisina. Em seguida, a lamina com os parasitos foi

permeabilizada com solugdo de Triton 0,1% em PBS por 10 min e lavada trés vezes
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com PBS. Para o aumento do sinal de fluorescéncia, 100 yL de Enhancer (Invitrogen)
foi adicionado a lamina por 30 min. Apds, a lamina foi lavada com PBS e bloqueada
durante 30 min com PBS/leite 5%. Entdo, incubou-se a lamina com o anticorpo
policlonal anti-OTULc por 2 h na diluicdo 1:100 diluido em PBS/leite 1%. Apo6s 3
lavagens com PBS, houve a incubacédo, por 2 h, com anticorpo secundario (goat anti—
mouse IgG antibody) conjugado com Alexa Fluor 488 (Invitrogen) diluido 1:1000. Apés a
lavagem com PBS 1 e posteriormente com H,O milli-Q, adicionou-se uma gota de

ProLong® Gold antifade com DAPI (Invitrogen).

Ensaio enzimatico de deubiquitinagao

A reacao de deubiquitinacao foi realizada com 200 ng/uL da rOTULc selvagem
ou das trés formas mutantes, 0,25 ug/uL de tetraubiquitina ligada a K48 ou K63 na
presenca de 25 mM Tris pH 7,5. Os pontos analisados foram 5, 15, 30 min, 1 € 5 h apds
a incubacédo de uma das DUBs com a tetra ubiquitina. E-64 foi utilizado como inibidor e
incubado com as enzimas 30 min antes da realizacdo da reacao enzimatica. As reagdes
foram interrompidas apds adicdo do tampao de amostra com SDS, analisadas por

SDS/PAGE e o gel foi submetido a coloragado com nitrato de prata.
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RESULTADOS

Identidade das sequéncias de otubaina de diferentes organismos
O alinhamento da sequéncia da proteina otubaina de L. chagasi foi realizado

com as sequéncias da proteina otubaina de L. braziliensis, T. cruzi, H. sapiens e D.
melanogaster (Fig. 5). De acordo com o alinhamento, a OtuLc possui maior identidade
com a otubaina de L. braziliensis (83%) e T. cruzi (37%), parasitos da familia
Trypanosomatidae. No alinhamento da sequéncia da proteina otubaina-1 de humanos,
a OtuLc apresentou apenas 25% de identidade. Entre as sequéncias analisadas, a
menor identidade se deu com a otubaina de D. melanogaster (21%), organismo onde o
primeiro gene da superfamilia das proteases do tumor ovariano foi identificado.

Hs —---MAAEEPQQQKQEPLGSDSEGVNCLAYDEATIMAQODRIQQEIAVONPLVSERLELSVL 57

Dm —-—=————————==N .EPE"“—'\DC.\-\ ————— DELIIQQKRDIEREISDTTPLVSEQLPLTCL 42

Lc MDEGLPIDASEAQLEATRREVAHYPLLSLSLP-LNRKESMIVKEMEH DDA’YLAQTL__;E‘CA 5%

Lb MSETVMISASEAQLEATRKEVAQSPLLSLSLP-LDKGS EMEHDEAYLAQTLSLFGA 59

Tc MTS--TAHDREMQOMAIIQSEIESVPLLSDPVEALSETCSLVKEFANSASILPKVLSLF— 56

Hs YREYAEDDNIYQQKIKDL S.'ZRKT?P;C.\'C‘E!‘VT\‘AFC FSHLEALLDDSKELQRFKAV 117
Dm YAEYSGDE-IFTAKIQDLSKKYKFIRRTRPDGNCFFRAFAYSYLEYLISNTSAYQEFKKL 101
Lc SPVSTRQY-———————==——= DFDSIRYSRRDGNCFYRCAGFRLCELIVEHPDRAAEY AL 107
Lb SAVSTRQY--——==—=—===== DE’\..-'—'\‘L S-\.-\D"'\CF" -\CACP-\.JCEL:"E-\PE“ ARFYVSL 107

FSLLESML GDSELTARYLEQ 102
SARSKEDLVSQGE TEFTIEDFHNTFMDLIEQVEKQTS——— =~ VADLLASFNDQSTSDYL 171
VIQRVSPDNAGGHSTVQDELHKIFNEQGYSDYV 161

K TS----VAQVYNRFISD-DGAYV 160

—————— VAQIYELFTSS-DGAYV 160

Tc ATELRTX L:ED-—*CDE‘"EDFCE‘.AI—."'-”‘-Q ESGGCTT----SEELYALATSH-DSEYV 155

Hs VVYLRLLTSGYLQRESK FFqu IEGG--RTVRKEFCQQEVEPMCKESDHIHIIALAQALSV 229
Dm VVYLRLITSGKLQEEADFYONFIEGD--LTIEAFRHLEVEPMYRESDHIHIIALCTALGA 219
Lc LAALRYLISAYLOQEHEEEYEPFVSGLGY RDYCNAEVELVDHESDNVQLAAFARKAFNV 220
Lb
Tc

VAALRYLSSAYLQEHEAEYE PFVEGLGYGTVRDYCNAEVE LVDHESDNVQLAVFARKAFNV 220
IYFYRYAVSNYIRGHKDDFL PFVMGLNYENVEDFCRAEVDAN 'SSEQD\"'Q'"'APARCFQ_; 215

v #
Hs SIQVEYMDRGEGGTTINPHIFPEGS—-------EPKVYLLYRPGHYDILYK--- 271
Dm GVRVEYLDRGEGGTVKAHDFPEGS-------EPRIYLIYRPGHYDILYPN-- 262
Lec CI ALDRNAGNNITEYSFNGEDNDAED--RLVVGLLYMPGHYNLLGRGPG 270

Lb CIKVYALDRNAGNNVTEHTFNDEAKSDGD--QLVVELLYMPGHYNLLRR-—- 267

Tc KIVVEYLDGSVGTRTTRHSFSGDSSGTGDNTSLVVTLLYRPGHYDLLYR-—— 264

Fig. 4 Alinhamento das sequéncias de otubaina de diferentes organismos. As
sequéncias de aminoacidos disponiveis no NCBI de L. chagasi (CAM59837.1), L.
braziliensis (CAM37967.1), T. cruzi (XP_816450.1), H. sapiens (AAO27702.1) e D.
melanogaster (AAF52905.1) foram alinhadas usando o programa ClustalWW. Os
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asteriscos indicam os aminoacidos conservados. Os dois-pontos indicam as
substituicdes conservadas de aminoacidos. A linha preta embaixo da sequéncia marca
o dominio OTU (ovarian tumor) de humanos. As setas indicam a triade catalitica
putativa presente em cisteino-proteases. As rachuras indicam os aminoacidos mutados
(F82S, F182S e L265P) na sequéncia da OTULc para obtengédo das enzimas variantes.
Expressao e purificagao das OTULc

Neste trabalho, além da otubaina selvagem, foram estudados outras 3 variantes:
O primeiro variante possui uma mutagao pontual na timina 245; a segunda possui duas
mutacdes pontuais, uma na timina 245 e outra na timina 545; o terceiro possui as duas
mutacdes anteriores e uma nova mutagcdo na timina 794. Todas as mutacdes
resultaram, apos tradugado, na troca de aminoacidos. Na Fig. 5 € possivel visualizar a
localizacdo dos aminoacidos que foram substituidos em relacdo ao sitio catalitico. As
mutagdes nos nucleotideos T245C e T545C substituiram o residuo de fenilalanina por
um residuo de serina (F82S e F182S) e a mutagdo no T794C substituiu um residuo de
leucina por um residuo de prolina (L265P). Para a expressao da enzima rOtuLc, a
bactéria E. coli BL21 (DE3) com o plasmideo pET19-b contendo o gene otulc (selvagem
ou mutado). A otimizagao do processo de produgao de proteina se deu com 0,1 mM de
IPTG a 16 °C por 16 h para o variante com 3 mutagdes ou 5 h para os outros dois

variantes e a forma selvagem.
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L265P/F82S

Fig. 5 Variantes da OTULc com mutagdes pontuais perto do sitio ativo. As
mutacdes F82S/F182S/L265P, F82S/L265P e L265P estao representadas em verde e a
triade catalitica em azul.

De acordo com a Fig. 6, € possivel perceber que a variante com 3 mutagdes é
expressa em menor quantidade na porgcado soluvel, enquanto as outras variantes e a
enzima selvagem sao expressas em maior quantidade na porgao soluvel. Também
houve expressédo das enzimas na porgéao insoluvel, indicando uma grande formacao de
corpos de inclusdo. Apesar da massa molecular predita da OTULc ser de 30,3 kDa, a
banda observada nos ensaios de eletroforese € de aproximadamente 37 kDa. Este
aumento deve-se a fusdo da cauda adicionada pelo plasmideo de expressao para que
as enzimas recombinantes sejam posteriormente purificadas. Na forma promastigota de
L. chagasi, a otubaina se encontra na porgao soluvel, como pode ser identificado no
western blot (Fig. 7). Neste caso, a marcagado da enzima se da aproximadamente na

massa predita de 30 kDa.
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Fig. 6 Ensaio eletroforético da inducado das enzimas recombinantes. Extratos
soluvel e insoluvel de coldnias positivas de E. coli - BL21 (DE3) para o pET19-b/otulc
(selvagem e mutado) induzidos conforme descrito na Metodologia. A seta indicada
representa a banda de 37 kDa correspondente a OTULc e suas mutantes.V, vetor pET-
19b; PS, porgéao soluvel; PI, porgao insoluvel; 1, OTULc selvagem; 2, OTULc L265P; 3,
OTULc F82S/L265P; 4, OTULc F82S/F182S/L265P; M, marcador BenchMark Protein

Ladder (Invitrogen).
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Fig. 7 Western blot da rOTULc e da OTULc nativa. Western blot com o soro
imunizado contra a OTULc (1:200) do extrato soluvel de E. coli - BL21 (DE3) contendo o
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pET19-b/otulc selvagem (1) e do extrato soluvel (2) ou extrato insoluvel (3) de
promastigotas de L. chagasi.

Atividade deubiquinante da OTULc e suas variantes

A atividade das enzimas recombinantes foi testada com dois substratos
diferentes: a K48 ou K63-linked tetra-ubiquitina. Na Fig. 8, pode-se observar que a
OTULc hidrolisou totalmente a tetra-ubiqutina a monoubiquitina quando o substrato
utilizado possui a cadeia ligada pela K48. Ja para o substrato com a cadeia ligada pela
K63, percebe-se que ocorre hidrdlise, entretanto, de uma maneira parcial, ja que ainda
€ possivel observar as bandas de tri- e di-ubiquitinas.

Em relacdo aos mutantes contendo as mutagdes pontuais, na variante L265P, a
hidrolise do substrato ligado pela K48 torna-se parcial e, além disso, esta enzima nao
possui atividade sobre o substrato que possui a cadeia de ubiquitina ligada pela K63.
Quando ha a adicdo da mutacdo F82S ao mutante L265P (F82S/L265P), a OTULc
perde totalmente a atividade sobre ambos os substratos (Fig. 8).

OTULc L265P F825/L265P
K48 K63 K48 K63 K48 K63
4ub 4Ub - 4ub 4Ub - 4ub 4Ub -

! l] |
OTULC—M -ﬁ—“ A— ——

tetralUb — — —

diUb -

monoUb -

Fig. 8 Efeito dos aminoacidos na atividade deubitiquinante da OTULc. Em uma
reacao de 10 uL, a rOTULc ou seus mutantes (L265P ou L265P/F82S) foram incubados
com os substratos K48 ou K63-linked tetra-ubiquitina em tamp&o Tris 25mM pH 7,5 por
3h a 25 °C. Os tracgos (-) indicam o padrao de migragao da enzima.
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Na Fig. 9, o ensaio enzimatico foi realizado por um tempo maior (5 h) com o
intuito de confirmar a preferéncia de substrato pela OTULc. Assim, apds 5 h, a OTULc
foi capaz de hidrolisar completamente o substrato tetra-ubiquitina ligado pela K48,
mesmo resultado vista da Fig. 8. A avaliacdo da inibicdo da atividade enzimatica da
OTULc na presenga de E64, um inibidor classico de cisteino-protease, também foi
realizada e, curiosamente, a OTULc nao foi inibida por esse composto, podendo ainda
ser observada a banda referente a mono-ubiquitina (Fig. 9). No que diz respeito ao
substrato ligado pela K63, apos 5 h de reacdo, ainda é possivel observar a presencga de

tetra-ubiquitina, confirmando a hidrolise parcial vista anteriormente na Fig. 8.

K63-linked 4Ub

1h 5h -
K48-linked 4Ub rw
1h 5h - E64
OTULc — | - — M OTULC—| s e
tetralUb — —

tetraUb [ e

monoUb — Fe—— | —

Fig. 9 Atividade deubiquinante da OTULc durante 5 horas e inibigao por E64. Em
uma reagdo de 10 pL, a rOTULc (200 ng) foi incubada com os substratos tetra-
ubiquitina K48 ou K63-linked em tampao Tris 25mM pH 7,5 por 1 ou 5 h a 25 °C. O
teste de inibigdo da OTULc foi realizado com a incubagao prévia da enzima com o
inibidor E64 (100 uM) durante 1 h, seguida da incubagdo com o substrato tetra-
ubiquitina K48-linked por 5 h nas condi¢gbes supracitadas. Os tragos (-) indicam o
padrao de migracao da tetra ubiquitina.

Localizagao da otubaina de L. chagasi em formas promastigotas
Os soros dos camundongos imunizados com a rOtuLc (GUIDO, 2011) foram

utilizados na técnica de imunofluorescéncia para realizar a citolocalizagdo da otubaina
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nas promastigotas de L. chagasi. Quando se utilizou o soro pré-imune dos
camundongos, observou-se somente a marcacao pelo DAPI no DNA da célula (Fig.
10D), uma vez que neste soro ndo ha a presencga dos anticorpos policlonais anti-OtulLc.
Entretanto, na utilizagdo do soro imune, com os anticorpos anti-OtuLc, pode-se
observar que OtulLc é vista ao longo do parasito com marcagdes pontuais (Fig. 10G).

Contraste de fase DAPI rOtulLc Sopreposicao

Soro pré-imune

Soro imune

Fig. 10 Citolocalizagcao da OTULc em forma promastigota de L. chagasi. As figuras
A e E mostram os parasitos em contraste de fase. A identificacdo do DNA gendmico e
do cinetoplasto (azul) foram marcados pelo DAPI (B e F). A OtuLc (verde) foi marcada
guando incubada com o soro imune (G), e ndo houve marcagao no soro pré-imune (C).
A sobreposi¢cdo do soro pré-imune aponta somente a marcagado do DNA gendmico e
cinetoplasto (D). A sobreposi¢cao (H) das figuras F e G revelaram que a OtulLc possui
marcacgdes pontuais ao longo do parasito.
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DISCUSSAO

A deubiquitinase otubaina foi primeiramente descrita em células HeLa em 2003,
a partir do isolamento por purificagdo com Ub-aldeido, um inibidor tipico de
deubiquitinases. Nesta analise, foram isoladas duas isopeptidases que nao
compartilhavam homologia entre as deubiquitinases conhecidas, mas que possuiam
homologia entre si e continham o dominio da superfamilia OTU (ovarian tumor). Estas
enzimas foram chamadas de otubaina-1 (36 kDa) e otubaina-2 (28 kDa). A principal
diferenca destas duas enzimas é a extensdo maior da porcdo amino-terminal da
otubaina-1 e a menor extensado da porcéo carboxi-terminal da otubaina-2. Ambas foram
classificadas como cisteino-proteases, sendo inibidas por NEM (N-etiimaleimida) e,
além disso, mutacdes em seus residuos cataliticos ocasionaram a perda da atividade
da otubaina (BALAKIREV et al., 2003).

O presente trabalho deu continuidade ao estudo da OTULc iniciado com a
expressédo heterdloga e padronizagdo de purificagdo do mutante F82S/F182S/L265P
(GUIDO, 2011). Assim, os protocolos foram ajustados para a obtencdo das demais
variantes e da enzima selvagem, possibilitando entdo estes estudos preliminares da
caracterizagao enzimatica da otubaina de L. chagasi. Desta forma, a avaliacdo da
atividade de OTULc foi realizada a partir da producdo da enzima recombinante e de
outros trés variantes com mutagdes pontuais, com o objetivo de avaliar se estas
mutacgdes influenciariam na atividade deubiquitinante.

O alinhamento da sequéncia da proteina otubaina de L. chagasi foi realizado
com as sequéncias da proteina otubaina de L. braziliensis, T. cruzi, H. sapiens e D.
melanogaster (Fig. 1). De acordo com o alinhamento, a OTULc possui maior identidade
com a otubaina de T. cruzi (37%) e com a otubaina de L. braziliensis (83%), outros
parasitos da familia Trypanosomatidae. Com a sequéncia da proteina otubaina-1 de
humanos, a OTULc apresentou 25% de identidade. Entre as sequéncias analisadas, a
menor identidade se deu com a otubaina de D. melanogaster (21%), organismo onde o
primeiro gene da superfamilia das proteases do tumor ovariano foi identificado. A baixa
identidade com a otubaina de H. sapiens € interessante, uma vez que um alvo
quimioterapico que afete a funcionalidade da otubaina do parasito para impedir a

progressao da doencga deve lesar o minimo possivel o hospedeiro.
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Os substratos utilizados foram a tetra-ubiquitina ligada pela K48, que usualmente
esta relacionada a marcagao de proteinas para degradacdo via proteassoma 26S e a
tetra-ubiquitina ligada pela K63, ligagdo envolvida em processos nao degradativos,
como participagao no reparo do DNA (KAWABE; BROSE, 2011). Os testes enzimaticos
demonstraram que a OTULc realiza a hidrolise completa da tetra-Ub ligada a K48 e
hidrolise parcial do substrato ligado a K63. A mutagédo L265P foi responsavel pela perda
da atividade da enzima pela K63-Ub4 e pela hidrélise parcial da K48-Ub4. A perda da
atividade por ambos os substratos ocorre com a adi¢cdo da mutacdo F82S. O variante
com as trés mutagdes também n&o apresentou atividade com estes substratos (dados
nao mostrados). Desta forma, & possivel observar que os residuos L265 e F82 sao
cruciais para atividade da OTULc com a K63-Ub4 e a K48-Ub4, respectivamente.

Na analise do sequenciamento das otubaina de diferentes organismos (Fig. 4),
pode-se perceber que as mutacdes realizadas na enzima sao em residuos altamente
conservados. Ademais, o residuo F82 encontra-se ao lado do residuo cisteina presente
no sitio catalitico, e tanto este residuo quanto o F82 fazem parte do dominio OTU.

Sabendo que a OTULc possui atividade total com a K48-Ub4 e parcial com a
K63-Ub4, a enzima foi incubada durante 5 horas com estes substratos para avaliar qual
seria sua preferéncia. Assim, com 5 horas, a OTULc realiza a hidrdlise efetiva da K48-
Ub4, o que n&o ocorre com a K63-Ub4. Portanto, este dado sugere que a OTULc possui
preferéncia pelo substrato K48-Ub4. Cadeias de ubiquitinas ligadas pela lisina-48 sao
importantes sinalizadores de degradacéao via proteassoma (KAWABE; BROSE, 2011). A
preferéncia in vitro da OTULc por este substrato sugere que esta enzima pode estar
envolvida na regulacdo da degradagao proteica no parasito. Entretanto, ainda que a
hidrélise de cadeias ligadas pela lisina-63 in vitro ndo tenha sido efetiva, ndo se pode
descartar um possivel envolvimento da OTULc em processos nado degradativos
mediados pela deubiquitinacdo, uma vez que estudos demonstram a participacado da
otubaina no reparo do DNA, por exemplo, independente de sua atividade enzimatica
(SATO et al., 2012).

A adicao do E-64, um inibidor de cisteino-protease, demonstra que OTULc ndo é
inibida, e é possivel observar claramente a formacido de mono-ubiquitina neste caso.

Estudos anteriores ja haviam verificado que a otubaina n&o é inibida por E-64 (JU et al.,
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2014), entretanto, esta enzima é inibida por N-etilmaleimida, outro inibidor de cisteino-
protease (BALAKIREYV et al., 2003).

A atividade com Ub-AMC, um substrato fluorescente, também foi realizada.
Contudo, a OTULc nédo demonstrou atividade com este substrato fluorescente (dados
nao mostrados). Este dado corrobora o que foi observado na otubaina-1 de humanos,
que também possui alta especificidade com o substrato K48-Ub4 e inatividade com Ub-
AMC (WANG, 2009). E sabido que as otubainas sdo isopeptidases, ou seja, realizam
clivagem de ligagdes entre peptideos, o que ndo € o caso do substrato Ub-AMC.

A localizacdo da otubaina em L. chagasi foi observada pelo método de
imunofluorescéncia indireta e demonstrou-se um padrdo de marcagdes pontuais no
citoplasma do parasito, indicando uma possivel associacdo a vesiculas. InUmeros
ensaios de imunofluorescéncia foram feitos e, apesar de o padrdo de marcacao pontual
se repetir, ndo ha concordancia entre os diferentes resultados, ja que ora a marcagao
pontual € unica, ora é disseminada ao longo do parasito. Supde-se que isto pode ser
uma resposta a diferentes funcdes que a enzima possa ter no parasito. Deste modo, a
localizacio exata ainda deve ser confirmada.

Com a padronizagdo dos processos de purificagdo e atividade enzimatica da
OTULc, torna-se interessante a continuidade do estudo desta enzima para melhor
compreensdo do seu papel no parasito. Sabendo que a otubaina ja foi descrita como
uma enzima associada a complexos (EDELMANN et al.,, 2010; SATO et al., 2012), o
desenvolvimento do interatoma desta enzima revela-se como um importante passo
futuro a ser realizado, principalmente para confirmar seu papel no processo
degradativo. Aléem disso, o papel imunorregulatério das enzimas deubiquitinantes,
inclusive da otubaina no envolvimento da anergia de linfécitos T (SOARES et al., 2004),
também é uma vertente a ser explorada para correlacionar o papel desta enzima dentro

do processo imunopatologico das leishmanioses.
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CONCLUSAO

Em relacdo a otubaina de L. chagasi, € possivel concluir deste estudo que:

- A OTULc hidrolisa preferencialmente substrato ligado pela K48, ainda que
tenha menor atividade com substrato ligado pela K63, sugerindo que a enzima regule
processos biolégicos evitando a degradagao de seus substratos pelo proteassoma.

- Os residuos F82 e L265 sao criticos para a atividade da OTULc com substratos
ligado pela K48 e pela K63, respectivamente

- A OTULc se apresenta com marcagdes pontuais, sugerindo associagado a

vesiculas.
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