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Introducao

As E-NTPDases sao enzimas que hidrolisam nucleotideos tri e
difosfatados extracelulares e que estao presentes em muitos
organismos, como o0s protozoarios do género Leishmania. Uma
dessas enzimas, a E-NTPDase2 de Leishmania infantum
(LINTPDase2), tem sido apontada como um importante fator de
viruléncia e um bom alvo para o desenvolvimento de novos
farmacos para tratamento da leishmaniose visceral, doenca tropical
negligenciada. Entretanto, a LINTPDase2 ainda nao foi expressa em
um organismo que permita a sua obtencao de forma nativa, com as
modificacdes pos-traducionais necessarias a sua atividade. Uma
alternativa € a expressao em sistema eucariotico LEXSY, baseado em
Leishmania tarentolae, organismo nao patogénico capaz de produzir
e processar proteinas de outras leishmanias de maneira muito
semelhante ao organismo original.

Este trabalho tem por foco o estudo da E-NTPDase2 de L. infantum
através de sua expressao em L. tarentolae.

Material e Métodos

* A cepa P10 de L. tarentolae foi cultivada em meio BHI (Brain
Heart Infusion) suplementado com Hemina e Penicilina-
Estreptomicina (PenStrep).

O teste de expressao foi conduzido a partir de um clone de L.

tarentolae (P10 _LiNTPDase2.7) obtido anteriormente, resultante

de um processo de transfeccao da célula selvagem (P10 WT)
com o vetor pLEXSYneo2 contendo o gene da LiNTPDase2; as

células do clone foram cultivadas em 400 mL de meio a 25°C e

140 rpm, variando o tempo de expressao em 72 horas e 1

semana. Apos o tempo, as culturas foram centrifugadas a 5000

rom por 10 minutos e 4°C; usamos o sobrenadante de cultura

para a purificacao que foi feita via cromatografia de afinidade a

niquel. Para analisar a expressao, as fracdoes obtidas na

purificacao, bem como o extrato celular das células
centrifugadas foram submetidos ao SDS-PAGE e posteriormente
transferidas para membrana de nitrocelulose para realizacao do

Western blot com anticorpo anti cauda de histidina.

 Realizamos novas transfeccoes via eletroporacao. O vetor com
gene de interesse foi novamente inserido no clone
P10 _LiNTPDase2.7, enquanto a cepa selvagem foi transfectada
com agua (controle negativo) e com o vetor vazio. Essas células
foram colocadas em meio BHI suplementado, havendo adicao
do antibiotico de selecao (neomicina) no dia seguinte.

Resultados e Discussao

kDa

Figura 1. Resultado do Western blot para a expressao de 72 horas
e 1 semana. Apenas o C+ (controle positivo) foi revelado.

* Nao foi possivel detectar a expressao da LINTPDase?2.

e As células transfectadas com o vetor vazio e com o vetor
contendo o gene de interesse se mostraram muito viaveis,
indicando que elas ainda tém potencial para receber mais DNA.

Conclusoes

A expressao da LINTPDase2 ainda precisa ser confirmada. Apesar
disso, continuaremos com novas rodadas de transfeccoes, visando
obter mutantes com maior numero de copias do genes de
interesse, e que, consequentemente, terao maior capacidade de
expressar a proteina.
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