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RESUMO

Leishmania (L.) infantum é agente etioldgico da leishmaniose visceral, enquanto
L. (L.) amazonensis é responsavel por causar as formas cutanea e cutaneo-difusa da doenca,
podendo ser capaz de visceralizagdo em diversos hospedeiros. Este amplo espectro de
manifestacdes clinicas das leishmanioses depende de fatores do hospedeiro e da espécie do
parasito. As proteinas desempenham papel fundamental na interacdo entre Leishmania e 0s
macrofagos, as principais células infectadas no hospedeiro vertebrado. Visando contribuir para
0 melhor entendimento da biologia de L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis e sua relagédo com
0 hospedeiro, o presente trabalho utilizou: a) protedmica shotgun label-free para comparar os
niveis de abundancia do sub-proteoma de membrana plasmatica de promastigotas de L. (L.)
infantum e L. (L.) amazonensis; e b) DIGE e marcacdo de peptideos com etiquetas isobaricas
(TMT) seguida de LC-MS/MS para investigar proteinas diferencialmente abundantes em
macrofagos de Balb/C infectados por estas duas espécies. Um total de 2033 e 2243 proteinas
foram identificadas em L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis, respectivamente, das quais 1908
proteinas quantificadas foram compartilhadas entre as espécies. Segundo a predicdo de
localizacdo subcelular, 394 destas proteinas pertenciam a membrana plasmaética, sendo a
maioria (320 proteinas) presente em ambas as espécies, 18 exclusivamente detectadas em L.
(L.) infantum e 56 em L. (L.) amazonensis. Apds analise estatistica, foram encontradas 106
proteinas de membrana plasmatica reguladas, sendo 32 de L. infantum e 74 de L. amazonensis.
Estas proteinas representaram processos consideravelmente distintos nas espécies, como
regulacdo da transducdo de sinal mediada por 6xido nitrico e comunicacao celular em L. (L.)
infantum, e localizacdo e atividade enzimatica em L. (L.) amazonensis. As proteinas envolvidas
nesses processos incluiram gp63, um conhecido fator de viruléncia, bem como membros da
superfamilia do transportador ABC. Por outro lado, ao utilizar DIGE para comparar spots
diferencialmente intensos de macr6fagos murinos infectados, foi observado um total de 2,4%
(29/1.185) de spots diferencialmente intensos. Leishmania (L.) infantum e L. (L.) amazonensis
induziram uma alteracdo semelhante na célula hospedeira, uma vez que 11 spots foram
selecionados como diferencialmente intensos em cada espécie e somente 7 no grupo controle.
Ja na abordagem utilizando TMT e LC-MS/MS para comparar os perfis de abundancia proteica
de macrofagos infectados e ndo infectados, 5.939 proteinas de Mus musculus foram
identificadas. Destas, 240 e 263 proteinas foram identificadas como diferencialmente reguladas

apos a infeccdo por L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis, respectivamente, enquanto 170



proteinas foram comumente reguladas na infeccdo pelas duas espécies. As andlises de
enriquecimento de ontologia génica (GO) indicaram que a infecgdo por Leishmania altera
mecanismos apoptoticos no macréfago e induz alteracdes epigenéticas que podem afetar a
transcricdo génica da célula hospedeira. Além disso, a diminuicdo da abundancia de proteinas
como Pycard e Myd88 parece influenciar o processo inflamatorio na infecgdo por L. (L.)
amazonensis, enquanto as proteinas Tapl e Erapl, diferencialmente mais abundantes apos a
infeccdo por L. (L.) infantum, sdo envolvidas com a resposta imune adaptativa. As proteinas
diferencialmente reguladas identificadas neste trabalho parecem desempenhar importante papel
na biologia das espécies de Leishmania e na resposta imune de macrofagos, podendo, também,
auxiliar no entendimento dos fatores que determinam o curso da infec¢do. Os resultados
encontrados oferecem indmeras possibilidades de investigacdo de alvos para terapéutica,

diagnostico e vacinas para leishmaniose.
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ABSTRACT

Leishmania (L.) infantum is the causative agent of visceral leishmaniasis, while
L. (L.) amazonensis is responsible for localized cutaneous and diffuse leishmaniasis, being able
to visceralize in many hosts. The wide range of clinical manifestations of leishmaniasis depend
on factors of the host, such as the immune response, and the species of Leishmania involved in
the infection. Proteins play a pivotal role in the interaction between Leishmania and the
macrophage, the main infected cell in the vertebrate host. To pursue our goal, we performed: a)
shotgun label-free proteomics to compare abundance levels of plasma membrane sub-proteome
of L. (L.) infantum and L. (L.) amazonensis promastigotes and b) DIGE and isobaric peptide
labeling (TMT) followed by LC-MS/MS to investigate differentially abundant proteins of
Balb/C macrophages infected with these species. The total number of proteins identified in L.
(L.) infantum and L. (L.) amazonensis was 2,033 and 2,243, respectively. Both species shared
1908 of these quantified proteins. After cell localization prediction, 394 proteins were described
as plasma membrane-associated proteins and their majority (320 proteins) was presented in
both species. Eighteen proteins were detected only in L. (L.) infantum and 56 proteins in L. (L.)
amazonensis. Thirty-two plasma membrane-associated proteins were regulated in L. (L.)
infantum and 74 in L. (L.) amazonensis. These proteins are associated with distinct processes
and functions. Regulation of nitric oxide mediated signal transduction and cell communication
were related only to L. (L.) infantum proteins while localization and ATPase activity were
associated only for L. (L.) amazonensis regulated proteins. The proteins involved in these L.
(L.) infantum processes included gp63, a well-known virulence factor and a member of the ABC
transporter superfamily represented L. (L.) amazonensis functions. Additionally, by using
DIGE to compare spots differentially intense in infected murine macrophages, we noticed 2.4
% (29/1,185) of differentially intense spots. Leishmania. (L.) infantum and L. (L.) amazonensis
induce a similar change in the host cell, once 11 spots were selected as differentially intense in
each species and only seven in the control group. In the TMT approach, 5.939 Mus musculus
proteins were identified. Amongst them, 240 and 263 differentially abundant proteins were
found in L. (L.) infantum and L. (L.) amazonensis infection, respectively, while 170 proteins
were commonly regulated in infection by both species. GO enrichment analysis pointed that
Leishmania infection interferes in apoptotic mechanisms in the macrophage and induces
epigenetics changes that may affect genes transcription. Moreover, down-regulation of proteins

such as Pycard and Myd88 seems to influence inflammatory process in the infection by L. (L.)



amazonensis, while Tapl and Erapl, up-regulated in macrophages infected with L. (L.)
infantum, were involved in the adaptive immune response. Differentially abundant proteins
identified in this study may play an important role in the biology of Leishmania species and in
the macrophages immune response. They may also contribute for the better understanding of
factors that determine the course on infection. Our results offer countless possibilities of targets

investigation for vaccines, drugs and diagnosis for leishmaniasis.

Keywords: Leishmania, plasma membrane, macrophages, proteomics
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um complexo de doencas parasitarias amplamente difundidas nas
regibes tropicais e subtropicais do globo, sendo endémicas em 98 paises e territdrios
distribuidos na Europa, Africa, Asia e Américas. A incidéncia anual é estimada em 1,6 milhdes
de casos e 0 numero de Obitos se encontra entre 20.000 - 40.000 (ALVAR et al., 2012). Séo
classificadas como doencas negligenciadas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e se
destacam entre as principais causas de morte por doencas infecciosas no mundo (WHO, 2017).
As leishmanioses caracterizam-se pela complexidade de formas clinicas e sdo importante
problema de satde publica em paises em desenvolvimento por estarem associadas a precérias
condicdes sociais e econdmicas (KARAGIANNIS-VOULES et al., 2013). Contudo, estudos
recentes tratam da sua emergéncia na Europa e Estados Unidos (READY, 2010; BILBE, 2015).

Os agentes etioldgicos das leishmanioses sdo protozoarios pertencentes ao género
Leishmania (Ross 1903) (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), parasitos intracelulares e
digenéticos, 0s quais necessitam alternar entre hospedeiros vertebrados e invertebrados para
completar seu ciclo evolutivo (GRIMALDI; TESH, 1993).

Durante seu ciclo de vida, Leishmania apresenta um estagio extracelular que ocorre no
trato intestinal do hospedeiro invertebrado: fémeas de insetos hemat6fagos pertencentes ao
género Phlebotomus no Velho Mundo (Europa, Asia e Africa) e Lutzomyia no Novo Mundo
(Ameéricas). Nestes dipteros os parasitos se desenvolvem em sua forma flagelada, alongada e
movel, denominada promastigota. Ja no hospedeiro vertebrado, representado por numerosas
espécies de mamiferos, ocorre a diferenciacdo para a forma intracelular obrigatdria,
denominada amastigota, que é arredondada e ndo apresenta flagelo aparente (ASHFORD,
2000).

A transmissdo do parasito ao inseto ocorre durante a ingestdo de sangue no hospedeiro
vertebrado infectado. Para se alimentar, o flebotomineo utiliza suas pecas bucais semelhantes a
serra para romper a pele e capilares superficiais, fazendo o sangue fluir juntamente com
macrofagos parasitados residentes na pele. No momento da telmofagia, estas células também
sdo ingeridas e, uma vez rompidas no trato intestinal do inseto, liberam as amastigotas. Todo o
conteudo ingerido € envolto por uma matriz peritrofica secretada pelo epitélio intestinal do
diptero e, estimuladas pela queda na temperatura e aumento do pH, as amastigotas se modificam
em promastigotas prociclicas. Tais formas extracelulares sdo flageladas, pouco modveis,
alongadas e se multiplicam por divisdo binaria. Apds esta etapa de desenvolvimento, as
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promastigotas migram para a valvula do estomodeu, onde se diferenciam em metaciclicas, as
formas altamente moveis e infectantes (BATES; ROGERS, 2004; BATES, 2007).
Recentemente foi demonstrado que no flebotomineo ja infectado por Leishmania a ingestao de
um segundo repasto de sangue nao infectado desencadeia a desdiferenciacdo de promastigotas
metaciclicas, estagio até entdo considerado terminalmente diferenciado dentro do vetor. Estas
formas se transformam em um estagio semelhante ao leptomonado, denominado promastigota
retroleptomonado. A metaciclogénese reversa ocorre ap0s cada repasto sanguineo subsequente,
em que promastigotas de retroleptomonados se multiplicam rapidamente e se diferenciam para
promastigotas metaciclicas, aumentando a infecciosidade do flebotomineo. Esses achados
colocam fontes de sangue prontamente disponiveis como um elemento critico na transmissao e
propagacao de patdgenos transmitidos por vetores (SERAFIM et al., 2018).

O parasito é transmitido ao hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo das
fémeas de flebotomineos infectadas. No momento da alimentacdo, as promastigotas
metaciclicas presentes nas glandulas salivares do inseto sdo regurgitadas no local da picada e
sofrem fagocitose pelos macréfagos residentes. No interior do vacuolo parasitéforo das células,
0 parasito se transforma em amastigota. Tal mudanca é condicionada a formacdo do
fagolisossomo, compartimento resultante da fuséo do vacutolo parasitéforo com os lisossomos
da célula hospedeira, cujo ambiente &cido estimula a transformacdo e intensa multiplicacdo dos
parasitos. Em determinado momento da infeccdo, a carga parasitaria no interior da célula
hospedeira aumenta significativamente, levando ao rompimento mecanico da mesma e,
consequentemente, a liberacdo de inimeras amastigotas no meio extracelular. Estas, por sua
vez, serdo internalizadas por macrofagos ndo infectados, dando continuidade ao ciclo
(CHANG, K.; DWYER, 1976; NEUBER, 2008). Na visdo de alguns autores, a liberacdo de
amastigotas pode se dar por uma via alternativa ndo relacionada a lise celular em decorréncia
da multiplicacdo dos parasitos. O mecanismo de saida se baseia em um processo semelhante a
exocitose, em que as amastigotas sdo liberadas de forma sincronizada (RITTIG; BOGDAN,
2000). Real et al. (2014) demonstraram que formas amastigotas séo transferidas de macrofagos
infectados em processo de apoptose para macréfagos vizinhos. Neste processo, 0 parasito
carrega consigo componentes da célula de origem, como as proteinas LAMPSs e Rab7, os quais
séo internalizados pela célula recebedora.

Embora os macréfagos sejam considerados as mais importantes celulas hospedeiras para
Leishmania, o parasito ja foi encontrado em outros tipos celulares. Alguns autores tém

demonstrado que os neutrofilos tém importante participagdo no momento inicial da interagcdo
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das promastigotas com o hospedeiro, sendo as primeiras células imunes envolvidas na
fagocitose do parasito (PETERS et al., 2008). Uma vez no interior dos neutréfilos, Leishmania
atrasa a apoptose destas células, cujos corpos apoptoticos contendo parasitos vidveis sao
posteriormente fagocitados por macrofagos, os quais, por sua vez, se tornam infectados
(LASKAY; VAN ZANDBERGEN; SOLBACH, 2003). A infec¢do de células ndo fagociticas,
como fibroblastos e células epiteliais também ja foi relatada (BELLE, 1958; BOGDAN et al.,
2000), poréem pouco se sabe a respeito dos mecanismos de invaséao utilizados por Leishmania
nestes casos. Um recente estudo sugere que a estratégia de invasdo de fibroblastos por
Leishmania se assemelha a utilizada por Trypanosoma cruzi, em que h& envolvimento de
permeabilizacdo transiente da membrana plasmatica, sinalizacdo de calcio, recrutamento de
lisossomos para o local de entrada do parasito e exocitose lisossomal (CAVALCANTE-
COSTA et al., 2019).

Cerca de 31 espécies de Leishmania estéo distribuidas mundialmente e sdo conhecidas
por parasitar grande diversidade de mamiferos, tais como roedores, canideos, procionideos,
ungulados primitivos, marsupiais, edentados e primatas. Estdo presentes em areas tropicais e
subtropicais, incluindo Ameéricas do Norte, Central e do Sul, bem como na Bacia do
Mediterraneo, sudeste da Europa, Asia central e sudeste, india, Africa (AKHOUNDI et al.,
2016). Destas, 20 s&o patogénicas para o ser humano (BANULS; HIDE; PRUGNOLLE, 2007;
WHO, 2017).

Sdo reconhecidos dois subgéneros de Leishmania: Viannia e Leishmania, e tal
classificacdo considera, principalmente, o local de colonizagdo no intestino do inseto vetor pelo
parasito. No subgénero Viannia, restrito ao Novo Mundo, o parasito coloniza a por¢éo posterior
do intestino do flebotomineo, enquanto no subgénero Leishmania, encontrado em ambos o
Velho e Novo Mundo, o desenvolvimento ocorre exclusivamente nas por¢Ges média e anterior
(LAINSON; SHAW, 1987).

A infecgdo por Leishmania pode culminar no desenvolvimento de doenga cronica com
duas formas clinicas principais, sendo elas: leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose
tegumentar (LT). Esta ultima inclui, principalmente, as formas cutanea (LC), cutanea difusa
(LCD), mucocutanea (LMC) e cutdnea disseminada, embora a infeccdo permaneca
assintomatica em muitos casos (ANDRADE-NARVAEZ et al., 2016; OSTYN et al., 2011).
Dentre os fatores que influenciam na definicdo do curso da doenca, destaca-se a espécie de

Leishmania envolvida na infecgéo e a resposta imune do hospedeiro.
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No Brasil sdo conhecidas duas espécies pertencentes ao subgénero Leishmania:
Leishmania (L.) infantum e L. (L.) amazonensis, ambas importantes agentes etioldgicos de
leishmanioses e responsaveis por diferentes manifestacGes clinicas.

Leishmania (L.) infantum é agente etioldgico da LV, forma mais grave da doenca, que
se caracteriza por ser uma infeccdo sistémica resultante da disseminacdo do parasito e células
infectadas pelo mesmo a partir do sitio inicial da infec¢cdo cutanea (MCGWIRE; SATOSKAR,
2014). A espécie foi primeiramente descrita por Nicolle (1908) quando o mesmo estudava a LV
na Tunisia, regido altamente endémica para a doenca, sobretudo em criangas. No mesmo ano o
parasito também foi encontrado em cées e, desde entdo, estes tem sido implicados como
importantes reservatorios para a enfermidade (NICOLLE; COMTE apud STEVERDING,
2017, p. 6).

Acredita-se que L. (L.) infantum foi introduzida no continente americano a partir da
Europa, durante a colonizacdo portuguesa e espanhola (MAURICIO; STOTHARD; MILES,
2000). A distribuicdo desta espécie na América Latina se estende do México a Argentina,
havendo registros da doenca por ela causada em ao menos 12 paises (ALVAR et al., 2012;
PAIVA-CAVALCANTI et al., 2012; SILVA, E. A. et al.,, 2008). No Brasil, a LV era
anteriormente conhecida como doenca endémica de zonas rurais, porém desde os anos 1980
tem sido observada a sua expanséo para grandes centros urbanos (BRASIL, 2014). Dentre 0s
fatores que contribuem para este crescimento estdo a precariedade social e econdmica, a qual
expde parte da populacdo a mas condi¢Bes nutricionais, além de movimentos migratorios e
ocupacdo desordenada de areas preservadas, o que traz o vetor para as proximidades do
peridomicilio e domicilio (GOMES et al., 2016). Atualmente a LV estd distribuida em 21
estados brasileiros, atingindo as cinco regides (BRASIL, 2017). O pais abriga 90% dos casos
de LV reportados nas Américas e € o terceiro maior foco para a doenca no mundo (BELO et
al., 2013).

Séo reconhecidas duas espécies de flebotomineos envolvidas na transmissdo de L. (L.)
infantum no territdrio brasileiro, sendo Lutzomyia longipalpis a principal delas. Lutzomyia cruzi
tem sido relatada como vetor em areas especificas do Mato Grosso do Sul (DOS SANTOS et
al., 1998).

Uma vez infectado com L. (L.) infantum, o ser humano pode apresentar amplo espectro
de manifestaces clinicas, variando de infecgdo subclinica, com um ndmero indeterminado de
assintomaticos em areas endémicas, a formas graves e fatais em criangas e quando ha
associacdo com deficiéncia nutricional e imunossupressdo. Os sinais e sintomas provocados
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pela LV incluem febre, perda de peso, anemia, esplenomegalia e hepatomegalia, emaciacao,
lenfademopatia, hiperglobulinemia, pancitopenia, dentre outros (BRASIL, 2017; GOMES et
al., 2016). Os cées sdo considerados importantes hospedeiros e fonte de infeccédo para o vetor
no ambiente doméstico, e neles a doenca é cronica e sistémica (GONTIJO; MELO, 2004).

Como jé citado, a outra espécie do subgénero Leishmania (Leishmania) que ocorre no
Brasil, é L. (L.) amazonensis. Essa espécie € amplamente reconhecida como um dos agentes
causadores da forma cutanea no Brasil, sendo atribuidos a ela aproximadamente 8% dos casos
humanos da doenca. Além da LC, é também agente etioldgico da LMC, da leishmaniose
cuténea disseminada e é a Unica espécie causadora da LCD no pais (BITTENCOURT et al.,
1989; CAMARA COELHO et al., 2011). O parasito foi primeiramente observado na década de
1960 em lesdo na cauda de um espécime do roedor Oryzomys capito. Constatou-se que as
amastigotas eram muito maiores que as de L. braziliensis e, quando inoculadas na pele de
hamster e camundongos, rapidamente produzidas grandes lesdes semelhantes a tumores,
repletas de amastigotas. Posteriormente, 0 mesmo parasito foi observado em lesdes de pacientes
do Pard que apresentavam LCD e, por ser biologicamente muito semelhante a espécie L.
mexicana, recebeu a denominacao de Leishmania mexicana amazonensis por Lainson e Shaw
(1972). Leishmania (L.) amazonensis é encontrada na Bolivia, Coldmbia, Costa Rica, Equador,
Guiana Francesa, Paraguai, Peru e Brasil, onde ocorre no Nordeste (Bahia), Sudeste (Minas
Gerais e Sdo Paulo), Centro-oeste (Goias) e, principalmente, na bacia Amaz06nica
(MITROPOULOS; KONIDAS; DURKIN-KONIDAS, 2010).

A LC ¢é caracterizada pelo aparecimento de papulas nos locais de inoculacdo das
promastigotas pelo flebotomineo infectado, as quais progridem lentamente para nddulos e entdo
se transformam em Ulceras. As lesdes sdo exclusivamente cutdneas e podem regredir
espontaneamente mesmo na auséncia de tratamento, em virtude dos mecanismos adaptativos
da resposta imune celular. A LMC é uma forma tardia que evolui a partir de uma lesdo cutanea
inicial e geralmente decorre da exacerbacdo da resposta imune celular do tipo | frente a
antigenos do parasito, levando a destruicdo de tecido. Dentre os possiveis motivos para o
desenvolvimento desta forma estdo a demora na cicatrizagdo da lesdo primaria e tratamento
inicial inadequado (GONTIJO; CARVALHO, 2003). As lesdes podem acometer a mucosa
nasal e oral, causando deformidades permanentes, e o encontro de parasitos nas mesmas €
escasso. No polo anérgico da LT encontra-se uma das formas menos comuns da doenga. A
leishmaniose cutanea difusa decorre da auséncia de resposta imune celular efetiva contra o
parasito, levando a sua proliferagdo no organismo e consequente disseminacgéo da infecgéo. Por
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este motivo, é possivel encontrar grande quantidade de parasitos nas lesées nodulares nao
ulceradas (HANDMAN; BULLEN, 2002; GOMES et al., 2003; SILVEIRA; LAINSON;
CORBETT, 2004; BRASIL, 2010). A LT ¢ considerada zoonose de animais silvestres que
acomete o ser humano acidentalmente, porém os relatos de sua ocorréncia em areas urbanas e
periurbanas tem sido crescentes (OLIVEIRA-NETO et al., 1988; NEGRAO; FERREIRA,
2009; PAVLI; MALTEZOU, 2010; MEMBRIVE et al., 2012; CONSTANTINO et al., 2014).
O flebotomineo Lu. flaviscutellata é o principal vetor, mas infeccdes ocasionais foram
reportadas nas espécies Lu. olmeca olmeca e Lu. reducta. Os hospedeiros naturais deste parasito
séo roedores e marsupiais (LAINSON, RALPH, 2010).

Infeccbes tegumentares ocasionadas por L. (L.) amazonensis tém sido relatadas em
diversos hospedeiros como roedores silvestres e sinantropicos, cées e gatos domésticos, além
do ser humano (DE SOUZA et al., 2005; HOFFMANN et al., 2012; CARDOSO et al., 2015;
CALDART et al.,, 2017). Entretanto, muitos estudos tém descrito sua capacidade de
visceralizacdo, muitas vezes provocando 0s mesmos sinais clinicos da forma visceral (DE
OLIVEIRA etal., 2007; DIAS et al., 2011; HOFFMANN et al., 2012; SANCHES et al., 2016;
VALDIVIA et al., 2017). Exemplos deste comportamento do parasito podem ser visualizados
com os trabalhos de Barral et al. (1991) que mostraram a capacidade de L. (L.) amazonensis
produzir amplo espectro de formas clinicas de leishmaniose em pacientes na Bahia, incluindo
LV. Por sua vez, Aleixo et al. (2006) isolaram a espécie de linfonodo cervical de uma crianca
gue apresentava sinais classicos da doenca visceral. Em se tratando da infeccdo em animais,
Tolezano et al. (2007) relataram a identificacdo de L. (L.) amazonensis em cdes domeésticos
clinicamente diagnosticados para leishmaniose visceral. Além disso, Celeste et al. (2017)
demostraram que, quando inoculados experimentalmente em hamsters, os parasitos desta
espécie se disseminam para varios 0rgaos e provocam patologia similar a produzida na infecgédo
por L. (L.) infantum.

Leishmania (L.) infantum e L. (L.) amazonensis sdo espécies pertencentes a0 mesmo
subgénero, entretanto interagem de maneiras diferentes com o hospedeiro vertebrado
produzindo distintas manifestacdes clinicas. Tamanha variabilidade pode ser explicada, dentre
outros fatores, pela interacdo do parasito com a célula hospedeira. As interagdes de Leishmania
com o macréfago sdo diversas e envolvem um namero de fatores de patogenicidade que
permitem ao parasito utilizar o fagolisossomo para obter nutrientes, manipular vias
antimicrobianas e realizar divisao celular. Parasitos do género Leishmania estdo entre 0s poucos
protozodarios aptos a sobreviver e se multiplicar no interior de macrofagos e, para isto,
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desenvolveram mecanismo de evasdo do sistema imune (LIU; UZONNA, 2012; DUQUE;
DESCOTEAUX, 2015).

Os macréfagos sdo celulas especializadas, cujo principal papel desempenhado é a
fagocitose, processo essencial para a reciclagem de nutrientes, homeostase e defesa contra
patdgenos. Estas células circulam e migram entre tecidos detectando, internalizando e
destruindo organismos estranhos, assim como eliminando células mortas. Além disso, podem
apresentar antigenos a linfocitos T e iniciar inflamacao através da liberacdo de citocinas que
ativam outras células (BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1999; DUQUE; DESCOTEAUX, 2015).

Em alguns modelos, tem sido demonstrado que apds a inoculagdo de Leishmania no
hospedeiro vertebrado pelo vetor, muitas promastigotas sdo destruidas no ambiente
extracelular, mas algumas séo eficientemente fagocitadas pelas primeiras células a infiltrar no
local da infeccdo: os neutrofilos granuldcitos. No interior destas células, os parasitos ndo sao
destruidos e ainda podem atrasar a morte celular programada do neutréfilo e induzir a producéo
de quimiocinas responsaveis por atrair macréfagos para o sitio da infecgdo. Uma vez recrutados,
0s macrofagos fagocitam os neutréfilos apoptéticos e infectados e o parasito inicia sua
diferenciacéo e replicacdo. Desta maneira, os macréfagos sdo cruciais para o estabelecimento
da infeccdo e persisténcia do parasito (VAN ZANDBERGEN et al., 2004; LIU; UZONNA,
2012).

Além da via citada acima, as promastigotas de Leishmania podem ser diretamente
internalizadas por macréfagos em um processo em que o parasito se liga a superficie da célula
e estimula sua prépria fagocitose (AIKAWA et al., 1982). Esta ligacdo é mediada por interacdes
entre receptores especializados na superficie do macréfago e ligantes complementares na
membrana do parasito. As moléculas envolvidas no reconhecimento de Leishmania durante a
fagocitose influenciam o destino intracelular destes organismos e, dentre elas, destacam-se 0s
receptores do complemento (CR), de manose, de fibronectina e Fcy. A interacdo com os
receptores CR1 e CR3 € a principal via de internalizacdo de Leishmania. Quando o processo é
mediado por eles ocorre a inibicdo da explosdo oxidativa, processo este em que ha répida
liberacdo de espécies reativas de oxigénio. Desta maneira, criam-se condigdes favoraveis para
sobrevivéncia do parasito no fagossomo. Em contrapartida, se a interacdo incluir receptores de
fibronectina, ocorre inflamacéo que pode resultar na eliminacdo do parasito. Ja a sinalizagédo
com receptor de manose pode ativar vias inflamatorias e fazer com que enzimas hidroliticas
cheguem de forma mais eficiente ao fagolisossomo. Por fim, a fagocitose mediada por
receptores de imunoglobulinas (Fcy) leva a eficaz ativagdo de NADPH oxidase no fagossomo,
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resultando na geracdo de superoxido e, consequentemente, espécies reativas de oxigénio
(HANDMAN; BULLEN, 2002; UENO; WILSON, 2012; PODINOVSKAIA;
DESCOTEAUX, 2015). A fagocitose € seguida por aumento de consumo de oxigénio pelos
macrofagos, pois ocorrem processos de explosdo respiratoria e formacdo de radicais
intermediérios de oxigénio, que sdo importantes moléculas microbicidas.

Em se tratando das proteinas de superficie de Leishmania, diversas foram descritas. A
proteina major surface protease (MSP) ou gp63 tem participacdo na evasao do complemento
pelas promastigotas, facilita a fagocitose das mesmas pelos macréfagos, interage com a matriz
extracelular e permite a sobrevivéncia das amastigotas no interior dos fagolisossomos (HSIAO
et al., 2008; SACKS, D.; SHER, 2002; YAO, 2010). A proibitina esta ligada em determinados
pontos da superficie do flagelo de L. donovani através de ancora de glicosilfosfatidilinositol
(GPI) e mostrou ser importante na interacdo do parasito com a célula hospedeira, uma vez que
sua super-expressao resulta em aumento de infectividade (JAIN et al., 2010). O antigeno de
superficie de promastigotas (PSA), que pertence a uma familia de proteinas ligadas a membrana
de Leishmania e que também sdo secretadas, estd relacionada a resisténcia a lise pelo
complemento (LINCOLN et al., 2004; DEVAULT; BAULS, 2008). A kinetoplastid membrane
proteinll (KMP11) é uma proteina que pode atuar como fator de viruléncia em L. (L.)
amazonensis, uma vez que sua adicdo a cultura de macréfagos peritoneais de Balb/C foi capaz
de aumentar significativamente o nimero de células infectadas (LACERDA et al., 2012). Além
disso, KMP11 é considerada potencial alvo para o desenvolvimento de vacinas contra a LV,
atuando como molécula imunogénica para células B e T durante a infec¢do por Leishmania (DE
MENDONCA; CYSNE-FINKELSTEIN; MATOS, 2015).

Evidéncias mostram que Leishmania suprime e modula a resposta imune intracelular do
hospedeiro através da inibicdo de funcbes celulares, incluindo producdo de moléculas
microbicidas, apresentacdo de antigenos, apoptose, secre¢do de citocinas e quimiocinas, e
alteracOes nas vias de sinalizacdo na célula hospedeira. Leishmania (L.) donovani induz drastica
reducdo no numero de transcritos de macréfagos de Balb/C infectados in vitro, ao passo que
eleva significativamente os niveis de MIP1f, gene cujo produto desempenha papel primordial
no recrutamento de macrofagos adicionais para o sitio da infeccdo, aumentando a quantidade
de potenciais células hospedeiras para o parasito (BUATES; MATLASHEWSKI, 2001).
Trabalhos revelam que a sobrevivéncia de algumas espécies de Leishmania esta associada a

modifica¢Oes na expressdo de proteinas pelos macréfagos.

22



Muitos estudos investigaram transcritos para entender a biologia de Leishmania e a
relacdo parasito-hospedeiro (BUATES; MATLASHEWSKI, 2001; CHAUSSABEL et al.,
2003; RODRIGUEZ; CHANG; WILSON, 2004; PROBST et al., 2012), mas a correlacdo
relativamente fraca entre RNA mensageiro (RNAmM) e niveis de proteina levam a conclusao de
que ndo é possivel predizer a abundancia de proteinas com base em dados quantitativos de
RNAmM. Além disso, na anélise de RNA perdem-se informacgdes relacionadas a processos que
modulam a funcdo e a atividade proteica, como modificacGes pos-traducionais, interacdes
proteina-proteina, transporte e degradacéo. Por este motivo, a protedmica deve ser considerada
ferramenta critica para estudos que visem melhor entender Leishmania e sua interagdo com o
hospedeiro (VERAS; DE MENEZES, 2016).

O conjunto de proteinas expressas pelo genoma, célula ou tecido em um determinado
momento é denominado proteoma. Além de ser bastante complexo, o proteoma é dinamico,
uma vez que se modifica sob diferentes condigdes, podendo se distinguir em diferentes tecidos
de um unico organismo (WILKINS et al., 1996). O proteoma pode ser investigado através das
ferramentas tecnoldgicas proporcionadas pela protedmica, a qual busca dar as proteinas
identidade, quantidade e funcdo. De maneira geral, as metodologias empregadas na protedmica
podem ser classificadas como bottom-up e top-down. A primeira delas se refere a anélise de
peptideos obtidos apds digestdo enzimatica de misturas proteicas. Diferentemente, a abordagem
top-down ¢ aplicada para caracterizar proteinas intactas, 0 que € vantajoso para o estudo de
modificacdes pds-traducionais e proteoformas. Entretanto, atualmente a protedmica bottom-up
¢ a mais adotada, pois 0s peptideos gerados sdo mais facilmente fracionados, ionizados,
fragmentados e, portanto, identificados (BARBOSA et al., 2012; ZHANG et al., 2013).

O fracionamento dos peptideos reduz sua complexidade, o que é condicdo fundamental
para sua identificacdo por espectrometria de massa. Esta importante ferramenta tem como
finalidade a identificacdo dos peptideos por meio da ionizacdo da amostra e avaliacdo da razdo
massa/carga dos ions gerados (MINDEN, 2007; BARBOSA et al., 2012). A utilizagdo da
espectrometria de massa nas ciéncias biomedicas tem crescido drasticamente na Gltima década.
A introdugdo das técnicas de ionizacdo por dessorcdo a laser assistida por matriz (em inglés,
MALDI) e por electrospray (ESI) permitiram a ioniza¢do de moléculas ndo voléateis e de alta
massa molecular, como proteinas e peptideos, abrindo novos caminhos para a protedmica
(HORVATIC et al., 2016).

Para andlises protedmicas, a combinacdo de eletroforese bidimensional (2DE) e
espectrometria de massa é frequentemente utilizada (PENG; GYGI, 2001). A primeira foi
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inicialmente proposta por O’Farrell (1975) e consiste na utilizagdo de géis de poliacrilamida
para separar proteinas pelo seu ponto isoelétrico em primeira dimensdo, e posteriormente
separa-las pela sua massa molecular na segunda dimensdo. O 2DE ¢é uma ferramenta poderosa
e amplamente utilizada para analise de misturas complexas de proteinas extraidas de células,
tecidos ou outras amostras bioldgicas, apesar de apresentar limitacbes quanto a
reprodutibilidade e sensibilidade. A superacdo destes problemas surgiu com o desenvolvimento
da técnica de eletroforese diferencial (DIGE) apresentada por Unlu, Morgan e Minden (1997).
Esta técnica é uma modificacdo do gel bidimensional convencional e consiste na utilizacéo de
trés diferentes corantes fluorescentes que se ligam covalentemente aos residuos de lisina das
proteinas de distintas amostras, ndo interferindo na migracdo destas durante a corrida
eletroforética. Desta forma, o DIGE permite a comparacgédo de duas ou trés amostras proteicas
simultaneamente em um mesmo gel de poliacrilamida, aumentando expressivamente a
reprodutibilidade e sensibilidade.

Outra abordagem muito utilizada em protedmica permite a analise de amostras
complexas evitando a eletroforese em géis de poliacrilamida. Na chamada protedmica shotgun,
0 extrato proteico ndo é pré-fracionado por gel, sendo diretamente submetido a digestdo
enzimatica seguida de separacdo dos peptideos por cromatografia liquida. Técnicas de shotgun
tém sido desenvolvidas para quantificacdo absoluta e relativa de proteinas. Alguns métodos
utilizam marcacdo de proteinas ou peptideos por etiquetas isobaricas, como o Isobaric Tags for
Relative and Absolute Quantification (iTRAQ) e Tandem Mass Tag (TMT). Neles, misturas de
peptideos representando diferentes amostras biologicas sdo marcadas com diferentes formas de
etiquetas que possuem a mesma massa. O grupo amino reativo da etiqueta reage com aminas
primarias, localizadas na por¢do N-terminal dos peptideos e na cadeia lateral dos residuos de
lisina. Durante a fragmentacdo do peptideo no espectrdmetro de massa, a ligagcdo é quebrada,
liberando um ion reporter, cuja intensidade representa a abundancia relativa do peptideo
original. Apesar de apresentar varias vantagens, como capacidade de analisar simultaneamente
até 10 grupos experimentais e aumentar a qualidade dos espectros MS/MS, aumentando assim
a taxa de identificacdo dos peptideos fragmentados, este metodo apresenta algumas limitagdes,
tais como o alto custo dos reagentes e possivel viés na quantificacdo de peptideos menos
intensos devido a co-fragmentacdo de ions com relacdo massa-carga muito proxima. Uma
alternativa € a aplicacdo da quantificacdo livre de marcacdo (label-free), que se baseia na
comparacdo da abundéncia de proteinas em maltiplas amostras sem a utilizacdo de marcadores

isobaricos. Neste caso, as amostras sdo analisadas individualmente no espectrémetro, motivo
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pelo qual este método requer alta reprodutibilidade na preparacdo das amostras e demanda um
tempo muito maior de instrumento, que aumenta proporcionalmente ao numero de grupos
experimentais e réplicas (PORTEUS et al., 2011; ZHANG et al., 2013; HORVATIC et al.,
2016).

Estudos de proteoma de Leishmania sdo frequentemente realizados com 0s mais
diversos objetivos. Por meio do DIGE, Costa et al. (2011) compararam proteinas
diferencialmente expressas entre amastigotas e promastigotas de L. (L.) infantum e, associando
2DE e Western Blot com soros caninos, identificaram proteinas antigéncias nessa espécie.
Também utilizando DIGE, Carnielli et al. (2014) identificaram proteinas possivelmente
envolvidas na resisténcia ao miltefosine, enquanto Pires et al. (2014) investigaram proteinas
diferencialmente abundantes em duas cepas de L. (L.) infantum e encontraram proteinas
possivelmente envolvidas na viruléncia. Magalhaes et al. (2014) demonstraram que cultivo de
L. (L.) amazonensis por um longo periodo de tempo pode levar & perda de infectividade das
promastigotas axénicas. Por meio de 2DE e MS/MS, identificaram que proteinas envolvidas
com a infectividade do parasito, como triparedoxina peroxidase, metalopeptidases, HSP70 e
dissulfeto isomerase, tiveram abundancia progressivamente reduzida durante 150 dias de
cultivo. Recentes trabalhos utilizaram shotgun para elucidar a biologia de Leishmania e sua
interacdo com o hospedeiro. O fosfoproteoma de promastigotas e amastigostas axénicas de L.
(L.) donovani realizado por Tsigankov et al. (2013) revelou proteinas com mudltiplos sitios de
fosforilacdo estagio-especifica. Os autores sugerem que a fosforilacdo atua como etiqueta de
reconhecimento de estresse, ativando respostas celulares.

Poucos trabalhos utilizando etiquetas isobaricas para analise protebmica em Leishmania
ou sua interacdo com o hospedeiro foram publicados. Sardar et al. (2013), por exemplo, o
utilizaram para avaliar o efeito individual e combinado de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio na abundancia de proteinas em promastigotas de L. (L.) donovani. Vinte por cento
do proteoma predito da espécie foi detectado e a abundancia de um quarto destas proteinas
estava alterada apds a exposicdo aos agentes estressantes. O estudo de quantificacdo proteica
por iTRAQ realizado por Singh et al. (2015) comparou os perfis de expressao de proteinas de
células de linhagem monocitica humana infectadas ou ndo com L. (L.) donovani e detectou
indicios de que o parasito reprograma o metabolismo celular da célula infectada. Dentre as
alteracdes relatadas, destaca-se 0 aumento na abundancia de proteinas envolvidas na

transcricdo, splicing de RNA, reparo e replicacdo do DNA.
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Proteinas de membrana representam entre 20 e 30% do proteoma de todos os
organismos e cerca de 40% dos alvos de drogas. S&o fundamentais na interagdo parasito-
hospedeiro e em vias de regulacdo entre patogenos e a célula infectada, atuando como
receptores, canais i6nicos, moléculas de adesdo celular e transporte de moléculas (LYNN;
MARR; MCMASTER, 2013a). Contudo, trabalhar com tais moléculas se revela uma tarefa
dificil em virtude de suas caracteristicas hidrofobicas e pouca estabilidade, o que pode justificar
a escassez de estudos (CARPENTER et al., 2008). Em Leishmania, poucos trabalhos de
proteoma de membrana podem ser encontrados. Yao et al. (2010) realizaram uma analise
protedmica de membrana plasmética de formas promastigotas de L. (L.) infantum na tentativa
de compreender a maior viruléncia das formas metaciclicas. Proteinas relacionadas ao estresse,
bem como de transporte de prétons e nutrientes foram exclusivamente identificadas em
promastigotas na fase logaritmica de crescimento; da mesma forma, cinco fatores de viruléncia
de Leishmania j& bem caracterizados foram exclusivos da fracdo de membrana das formas
infectantes. Lynn, Marr e McMaster (2013) utilizaram iTRAQ para avaliar alteragcdes na
abundancia de proteinas da fracdo de membrana de formas promastigotas e amastigotas de L.
(L.) infantum e L. (L.) mexicana. Algumas centenas de proteinas foram identificadas em cada
espécie, incluindo alguns fatores de viruléncia como eEF-1a, amastina e GP63. Brotherton et
al. (2012) investigaram o proteoma de membrana de L. (L.) infantum com o objetivo de
contribuir para a elucidacdo do sistema bioldgico destes parasitos, bem como de sua relacao
com o hospedeiro. Foram identificadas 194 e 66 proteinas com ao menos um dominio
transmembrana em formas promastigotas e amastigotas, respectivamente. A proteina
transportadora de glicose Imgt2 foi detectada nas promastigotas, o que é consistente com o
aumento do consumo desta fonte de energia por estas formas quando comparadas as
amastigotas. Alem disso, foram observadas diferencas em proteinas envolvidas com a
protedlise, sugerindo que os processos de degradacdo de proteinas ocorrem por diferentes
mecanismos entre os dois estagios evolutivos. No proteoma de membrana de promastigotas de
L. (L.) donovani realizado por Kumar et al. (2015), diversas proteinas de membranas
identificadas ja foram descritas como alvos para drogas e vacinas. Os autores destacaram o
encontro da proteina transportadora de cassetes de ligagdo de ATP, conhecida pelo
envolvimento na resisténcia contra drogas em protozoarios parasitos.

Em se tratando de estudos de protedmica em macréfagos infectados com Leishmania,
Menezes et al. (2013) mostraram, através de protebmica shotgun, que L. (L.) major e L. (L.)
amazonensis modulam proteinas envolvidas no metabolismo celular durante os eventos iniciais
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da interacdo in vitro com macréfagos de camundongos CBA. Segundo os autores, isto significa
que, na infeccdo por cada uma das espécies, ocorre um agrupamento de determinadas proteinas
possivelmente responsaveis pelas distintas respostas fenotipicas dos macréfagos, levando ao
controle da infeccdo na célula parasitada por L. (L.) major e a sobrevivéncia de L. (L.)
amazonensis. Hassani e Olivier (2013) realizaram o proteoma de exossomos liberados por
macréfagos murinos ndo infectados, infectados com L. (L.) mexicana ou estimulados com
lipopolissacarideos (LPS). Quarenta e quatro proteinas foram exclusivamente encontradas nos
exossomos infectados e, além disso, a proteina de superficie de Leishmania GP63 foi
identificada neste grupo. Também foi possivel notar que a infeccdo com o parasito e a
estimulacdo com LPS modulam de maneira semelhante a abundancia de proteinas

compartilhadas por ambos os grupos nos exossomos dos macréfagos.
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2 JUSTIFICATIVA

As diferentes manifestacdes clinicas das leishmanioses geralmente estdo associadas com
determinadas espécies de Leishmania. Estas sofreram adaptacGes que as permitiram se
desenvolver no interior da célula hospedeira e, enquanto algumas espécies se limitam a lesdes
cutaneas, outras se disseminam para os 6rgdos internos. Exemplo disto é o que ocorre com L.
(L.) infantum e L. (L.) amazonensis que, apesar de pertencerem ao mesmo subgénero, produzem
manifestacdes clinicas distintas nos seus hospedeiros vertebrados. Leishmania (L.) infantum
esta majoritariamente associada a leishmaniose visceral e L. (L.) amazonensis é comumente
conhecida por causar lesdes cutaneas, mas relatos de sua visceralizagdo ndo s&o raros
(BARRAL etal., 1991; ALEIXO et al., 2006; TOLEZANO et al., 2007). Assim, em virtude de
sua importancia e diversidade clinico-epidemioldgica, estas espécies constituem excelentes
modelos para estudos de seu sistema bioldgico, viruléncia e interagdo com a célula hospedeira.

Quando inoculadas no organismo do mamifero, as formas promastigotas metaciclicas
de Leishmania devem penetrar os macrofagos, mas néo sdo capazes de fazer isto ativamente.
Assim, dependem da acdo fagocitica destas células-alvo e o gatilho para que o processo ocorra
é a interacdo entre receptores da superficie dos macréfagos e moléculas presentes na membrana
do parasito. Observa-se que as proteinas se encontram frequentemente entre os fatores
envolvidos na interacdo entre a Leishmania e seus hospedeiros, 0 que as torna poderosas
candidatas ao estudo dessa relacdo (UENO; WILSON, 2012). Identificar proteinas de
membrana e vias que podem ser cruciais na interacdo e patogéneses de Leishmania, bem como
a interacdo parasito-hospedeiro, pode levar ao conhecimento de fatores de viruléncia e novos
alvos terapéuticos. Técnicas protedbmicas podem ser aplicadas para estes fins em diferentes
espécies de Leishmania, o que é especialmente importante, uma vez que este organismo
apresenta regulacdo pds-transcricional da expressdo génica. Além disso, o estudo protedmico
permite identificar pequenas diferencas na abundancia de proteinas e conhecer modificacdes
pos-traducionais, as quais tém papel relevante na modulacgéo das funcGes proteicas e na resposta
imune na leishmaniose (YAO et al., 2004; CUERVO et al., 2007; JAIN et al., 2010).

Os avancos na area da protebmica tém permitido a identificacao e caracterizacao de vias,
relacionadas tanto ao parasito quanto ao hospedeiro, visto que as técnicas existentes dao acesso
a uma visdo mais global e integrada de processos biologicos por meio do estudo de todas as
proteinas e ndo somente de uma isoladamente (VERAS; DE MENEZES, 2016). Desta forma,
o presente trabalho se prople a estudar duas importantes espécies de Leishmania de uma
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perspectiva protedmica, explorando aspectos individuais e também sua interagdo com a célula
hospedeira. Assim, uma das vertentes do estudo é a realizacdo do proteoma shotgun da
membrana de formas promastigotas de L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis utilizando uma
estratégia label-free em que se quantifica amostras separadamente, sem qualquer marcacéo,
comparando a intensidade dos picos cromatograficos dos ions peptidicos analisados por LC-
MS/MS (ZHANG et al., 2013). Juntamente a isto, também foram investigadas as proteinas de
macrofagos de camundongos infectados in vitro com estas mesmas espécies, utilizando técnicas
protedmicas complementares de quantificacdo: DIGE e TMT. Na primeira a separacdo da
mistura proteica complexa € realizada por eletroforese bidimensional, enquanto que na segunda
0 processo se da por cromatografia liquida.

Os resultados encontrados podem apontar caminhos que auxiliem no entendimento de
aspectos tais como tropismo de L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis, patogenia, amplitude de
sinais clinicos e viruléncia. Compreender como este parasito é capaz de sobreviver e manipular
a célula hospedeira para favorecer sua replicagdo e transmissdo, também é de grande
importancia para o desenvolvimento de novas drogas ou estratégias terapéuticas contra a

doenca.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Identificar proteinas da fragdo de membrana de Leishmania (Leishmania) infantum e de
L. (L.) amazonensis e identificar proteinas diferencialmente abundantes em macréfagos
infectados in vitro com L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis.
3.2 Objetivos especificos
a) Determinar e comparar as proteinas de fracdo enriquecida de membrana de formas
promastigotas de L. (L.) infantum (MCAN/BR/2000/BH400) e L. (L.) amazonensis

(IFLA/BR/1967/PH8);

b) Buscar associacdes das proteinas de membrana com a biologia das espécies, patogenia,

viruléncia e interacdo com o hospedeiro;
c) Determinar a abundancia diferencial de proteinas de macrofagos murinos (Balb/C)
infectados in vitro com L. (L.) infantum (MCAN/BR/2000/BH400) e L. (L.)

amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8);

d) Comparar e selecionar proteinas que possam auxiliar no entendimento do curso da

infeccdo e interacdo entre parasito e célula hospedeira.
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NOTA

Para fins didaticos, as se¢des “Materiais ¢ Métodos”, “Resultados” ¢ “Discussdo” desta

tese serdo apresentadas em dois capitulos, sendo eles:

CAPITULO 1

Protecoma livre de marcacdo (label free) de fracdo de membrana de

Leishmania (Leishmania) infantum e de L. (L.) amazonensis.

Obijetivos especificos:

a) Determinar e comparar as proteinas de fracdo enriquecida de membrana de formas
promastigotas de L. (L.) infantum (MCAN/BR/2000/BH400) e L. (L.) amazonensis
(IFLA/BR/1967/PH8);

b) Buscar associacdes das proteinas de membrana com a biologia das espécies, patogenia,

viruléncia e interacdo com o hospedeiro.

CAPITULO 2

Proteoma de macrofagos infectados com Leishmania (Leishmania) infantume com

L. (L.) amazonensis.

Objetivos especificos:

a) Determinar a abundancia diferencial de proteinas de macr6fagos murinos infectados in
vitro com L. (L. infantum (MCAN/BR/2000/BH400) e L. (L.) amazonensis
(IFLA/BR/1967/PH8);

b) Comparar e selecionar proteinas que possam auxiliar no entendimento do curso da

infeccdo e interacdo entre parasito e célula hospedeira.

31



CAPITULO 1

Proteoma livre de marcacao (label free) de
fracdo de membrana de Leishmania (Leishmania) infantum e

de L. (L.) amazonensis
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1 MATERIAIS E METODOS

1.1 Delineamento experimental

A Figura 1 mostra o delineamento experimental para a obtengcdo das proteinas de
membranade L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis, bem como do processamento das amostras

e analise dos dados.

Figura 1 - Esquema do fluxo de trabalho da obtencao das fracdoes de membrana e
analise protedmica

L. (L.) infantum L. (L.) amazonensis
Promastigotas metaciclicas Promastigotas metaciclicas
92 passagem, 52 d.a.r. 92 passagem, 62 d.a.r.

l Extragao de proteinas de membrana l

= ®

l Digestdo proteica l

2D-LC-HDMSE
nanoAcquity + Synapt G2-Si l

@ @
!

4

¢ (A
\ Analise de sobreposigdo /
b |

Predigao localizagao subcelular
Proteinas de membrane plasmatica

% % % Proteinas exclusivamente detectadas em L. (L.) infantum

Proteinas exclusivamente detectadas em L. (L.) amazonensis

t4

Enriquecimento de GO % Proteinas detectadas em ambas as espécies

Fonte: Elaborada pela autora.

As proteinas de membrana de L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis foram obtidas das formas promastigotas
metaciclicas apds lise em tampdo carbonato de sodio. A fracdo de membrana foi digerida com as enzimas
Lys-C e tripsina, e os peptideo resultantes foram submetidos a 2D-LC-HDMSE para identificagdo. As
proteinas identificadas foram sobrepostas e separadas conforme detectadas em ambas as espécies ou em
somente uma delas. As anélises de bioinformatica foram realizadas para predizer a localizagéo subcelular,
presenca de dominio transmembrana, ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) e peptideo sinal. Proteinas de
membrana plasmatica exclusivamente detectadas em cada uma das espécies do estudo, assim como aquelas
diferencialmente abundantes foram consideradas para as analises de enriquecimento de ontologia génica.
d.a.r.: dia apds o repique.

1.2 Parasitos
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Foram utilizadas as cepas MCAN/BR/2000/BH400 e IFLA/BR/1967/PH8 de L. (L.)
infantum e L. (L.) amazonensis, respectivamente. Ambas sdo mantidas no Laboratorio de
Leishmanioses (Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG) sob criopreservacdo, bem
como sob a forma promastigota em cultivo em meio acelular com repiques semanais, e em
hamsters (Mesocricetus auratus) com repiques trimestrais.

As formas amastigotas foram isoladas do bago (L. (L.) infantum) e focinho (L. (L.)
amazonensis) de hamsters infectados e transformadas em promastigotas a 231 °C em meio
bifésico Liver Infusion Tryptose (NNN-LIT), suplementado com 10% de soro fetal bovino e
antibioticos (penicilina 200U/mL e estreptomicina 100 pg/mL), pH 7,2. Ap6s o isolamento, 0s
parasitos foram cultivados em meio LIT. O cultivo de ambas as espécies se deu sob condi¢cbes
idénticas até a nona passagem, quando as formas promastigotas foram obtidas no final da fase
estacionaria de crescimento. A determinagdo deste momento se deu ap0s realizagdo de curva
de crescimento por oito dias consecutivos. Durante este periodo, aspectos morfolégicos também

foram observados.

1.3 Obtencéo da fracdo de membrana

Para a obtencdo da fracdo de membrana, 10° promastigotas de cada espécie (L. (L.)
infantum e L. (L.) amazonensis) foram coletadas no final da fase estacionaria de crescimento.
Os parasitos foram lavados em PBS e o precipitado final de células foi utilizado para obtencao
de proteinas de membrana.

A fracdo proteica de membrana de L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis foi obtida
segundo o protocolo proposto por Melo-Braga et al. (2014). As formas promastigotas foram
lisadas a 4°C em tampao carbonato de soédio 0,1 M, pH 11,5, suplementado com coquetel de
inibidor de proteases (Protease Inhibitor Mix — GE Healthcare). Os lisados foram sonicados
duas vezes por 20 segundos na frequéncia de 40 Hz no disruptor de célula ultrassénico DES500
(Unique) e, logo apds, incubados no gelo por uma hora sob agitacdo. As amostras foram
centrifugadas a 150.000 x g por 90 minutos a 4 °C (Sorvall Ultra Pro 80 Ultracentrifuge) e as
proteinas de membrana foram recuperadas do pellet. Para reduzir a contaminagdo com proteinas
sollveis, as amostras foram lavadas duas vezes com bicarbonato de trietilaménio (TEAB) a 500

mM e 50 mM, respectivamente. Finalmente, as proteinas de membrana foram ressuspendidas
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em tampédo de ureia 6 M, tioureia 2 M e TEAB 50 mM, e a concentragdo proteica foi
determinada usando o 2D Quant Kit® (GE Healthcare), de acordo com instrugdes do fabricante.

1.4 Preparacéo das amostras para espectrometria de massa

A fracdo de membrana de trés replicatas bioldgicas independentes (3 de L. (L.) infantum
e 3de L. (L.) amazonensis) foi submetida a reducédo das pontes dissulfeto com ditiotreitol (DTT)
10 mM (concentracdo final) por 1 hora a temperatura ambiente (TA). Logo apds, 0s grupos tidis
localizados nas cadeias laterais dos residuos de cisteina foram alquilados com iodoacetamida
(IAA) 40 mM (concentracdo final) por 1h, sob protecdo da luz, também a TA. A digestdo
enzimatica foi realizada em duas etapas. Na primeira delas, as amostras foram incubadas com
endoproteinase LysC (Promega, Madison) por trés horas a TA. Em seguida, as amostras foram
diluidas oito vezes com TEAB 50 mM, pH 8, e foi adicionada tripsina (1:100) (Promega,
Madison). A digestdo triptica ocorreu por 16 horas a 37 °C e foi interrompida com a adi¢do de
acido formico 1% (concentracdo final). O material insolivel (lipidios) foi removido apds
centrifugacdo a 14.000 x g por 10 minutos.

As solugdes com as misturas de peptideos foram dessalinizadas e concentradas em
colunas ZipTip®C18 (Millipore, USA) de acordo com Costa et al. (2011). Os peptideos eluidos
foram submetidos a secagem em centrifuga a vacuo e reconstituidos em formiato de aménio a
20 mM, pH 10.

1.5 Anélise 2D-LC-HDMSE

As replicatas bioldgicas independentes (n=3) de cada espécie foram submetidas a
analise por espectrometria de massa de alta definicdo (HDMSE). Os peptideos foram injetados
no nanoAcquity (Waters, Manchester) acoplado ao Synapt G2Si (Waters, Manchester) para
anlise por LC-HDMSE,

As analises de cromatografia bidimensional por UPLC (Ultra Performance Liquid
Chromatography), no sistema nanoACQUITY UPLC 2D RP xRP, foram conduzidas
utilizando duas colunas de fase reversa, sendo a primeira equilibrada em pH alcalino e a
segunda, também chamada de coluna analitica, em pH &cido. Foi utilizado um gradiente (7 -
40% (v/v)) de acetonitrila (acido formico 0,1% (v/v)) a 450 nL/min. O sistema UPLC foi
equipado com uma coluna HSS T3 (1,8 um 75 um x 150 mm) (pH3) em conjuncdo com a
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coluna RP Nano Ease XBridge BEH130 C18 (5 um, 300 um x 50 mm) (pH210). O carregamento
das amostras foi de 500 ng de produto proteico digerido para cada uma das cinco fragdes. Todas
as analises foram feitas em modo resolu¢cdo com um poder minimo de resolucdo de 25.000
FWHM.

Todas as anlises foram realizadas com o nanoelectrospray operando em modo positivo
(+) (nanoESI) e uma fonte de ionizagdo NanoLockSpray (Waters). O espectrometro de massa
foi calibrado utilizando solucdo de [GluY/-Fibrinopeptide B human (Glu-Fib) a 100 fmol pl™.
As amostras foram injetadas no Synapt G2-S HDMS e ionizadas por eletrospray. Os dados
foram adquiridos em modo HDMSE alternando-se os modos de energia padréo (3eV) e alta
energia de colisdo (19-55eV). O instrumento foi ajustado para que 0s espectros fossem

efetivamente adquiridos em m/z entre 400-2000.
1.6 Bioinformatica e andlise de dados

Os dados brutos de MS gerados foram submetidos ao software ProteinLynx Global
Server (PLGS) v.3.0.2 (Waters) e processados no Progenesis QI for Proteomics (QIP) 2.0
(Nonlinear Dynamics, UK). A busca dos dados de MS/MS foi feita contra os bancos de dados
de L. (L.) infantum (8.237 entradas) e L. (L.) mexicana (8.426 entradas) obtidos no TryTripDB
35. Uma vez que o banco de dados de L. (L.) amazonensis estava incompleto no momento da
realizacdo das analises, a identificacdo das proteinas desta espécie foi feita com base no banco
de L. (L.) mexicana. Os seguintes parametros foram utilizados nas buscas: um sitio de clivagem
de tripsina perdido, carbamidometilacdo de cisteinas como modificacdo fixa e oxidagdo da
metionina como modificacdo variavel, tolerancia de massa de peptideos e fragmentos de 10
ppm e 20 ppm, respectivamente.

As buscas nos bancos de dados foram realizadas em um banco reverso (decoy) para
avaliacdo estatistica da taxa de FDR (do inglés, false discovery rate). A identificacdo das
proteinas foi validada somente quando as mesmas apresentaram confianga maior ou igual a
95% e FDR de até 1%. As proteinas foram selecionadas com base na deteccdo e identificacdo
em ao menos duas das trés replicatas bioldgicas por espécie de Leishmania. As proteinas
diferencialmente abundantes foram consideradas e filtradas pelo teste ANOVA (p < 0.05).

As analises foram conduzidas de duas maneiras: qualitativa (proteina detectada ou ndo
detectada) e quantitativa. Para a analise qualitativa, a identificacdo das proteinas foi feita no

software PLGS para ambas as especies. Somente proteinas que apareceram em ao menos duas
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replicatas foram consideradas para analise. Para a analise quantitativa, o software Progenesis
foi utilizado para avaliar a abundancia relativa do proteoma de membrana de ambas as espécies
e as proteinas significativamente reguladas foram filtradas pelo teste ANOVA (p < 0,05). Desta
forma, este estudo incluiu para analise proteinas exclusivamente identificadas em uma Unica
espécie de Leishmania, bem como proteinas compartilhadas pelas duas, com e sem razdo de
abundancia.

As proteinas com diferencas qualitativas (presente ou ausente) e quantitativas (p < 0,05)
foram classificadas como reguladas e foram submetidas a analises de bioinformatica por meio
de ferramentas preditivas a fim de se conhecer se pertenciam a membrana plasmatica. Em
tripanossomatideos, diversas proteinas de superficie apresentam dominio transmembrana
(TMD) ou estdo anexadas através de ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (YAO et al.,
2010). Deste modo, programas de bioinformatica foram aplicadas para predizer dominios
transmembrana, ancoras de GPI, peptideos sinal e localizacdo subcelular nas proteinas
selecionadas. Uma vez que o foco deste trabalho foi a investigacdo de proteinas de membrana
plasmatica, aquelas identificadas como localizadas no citoplasma e na membrana de organelas
foram excluidas das analises subsequentes.

Primeiramente, as proteinas identificadas foram investigadas quanto a localizagdo na
membrana plasmatica. Para isso, foi realizada a predicéo de localizacdo subcelular através do
programa WoLF PSORT (https://wolfpsort.hgc.jp/) (HORTON et al., 2007). Os dominios
transmembrana e ancora de GPI foram preditos utilizando-se o servidor TMHMM v. 2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM-2.0/) (WISTRAND; SONNHAMMER, 2005) e
big-PI Predictor (http://mendel.imp.ac.at/gpi/gpi_server.html) (EISENHABER; BORK, 1998),
respectivamente. Na busca por potenciais peptideos sinais das proteinas, o programa SignalP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (PETERSEN et al., 2011) v. 4.1 foi utilizado.

Finalizada esta etapa, a analise de enriquecimento funcional no Gene Ontology (GO) foi

realizada por meio do TriTrypDB 40 (http://tritrypdb.org/tritrypdb/) utilizando o banco de

dados de L. (L.) mexicana e L. (L.) infantum como referéncia. Os termos de GO redundantes
foram resumidos em agrupamentos pela ferramenta REVIGO (http://revigo.irb.hr/) (SUPEK et
al., 2011).
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2 RESULTADOS

2.1 Parasitos

Foram geradas curvas de crescimento das duas espécies de Leishmania utilizadas neste
estudo, a fim de se determinar a fase logaritmica e estacionaria de crescimento. Todos 0s
parasitos utilizados nos experimentos foram obtidos no final da fase estacionaria. Os parasitos
de L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis foram coletados, respectivamente, no quinto e sexto
dia de cultivo da nona passagem (Figura 2). Ambas as espécies apresentaram um perfil similar
de crescimento in vitro. No decorrer dos dias de cultivo, aspectos morfoldgicos, tais como a

diminuicdo do comprimento do corpo celular e o concomitante alongamento do flagelo.

Figura 2 - Curvas de crescimento de promastigotas de L. (L.) infantum e
L. (L.) amazonensis
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Fonte: Elaborada pela autora.

Para a construcdo das curvas, cada espécie foi cultivada em duplicata e
cada replicata foi contada duas vezes, diariamente. A replicata 1 esta
representada pela linha continua com marcador redondo, a replicata 2

pela linha continua com marcador quadrado e a média pela linha
pontilhada.
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2.2 Protedmica de fracdo de membrana de L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis

Proteinas de membrana de promastigotas metaciclicas de L. (L.) infantum e L. (L.)
amazonensis foram obtidas através de lise em tampao alcalino, sonicacéo e ultracentrifugacao
para posterior analise por protedmica label-free. Apods a extracdo e digestdo das proteinas, os
peptideos foram analisados por meio da aplicagdo da metodologia 2D nanoUPLC-HDMSE para
caracterizar e quantificar o proteoma da fragdo de membrana dos parasitos.

Um total de 2.033 e 2.342 proteinas foram identificadas em L. (L.) infantum e L. (L.)
amazonensis, respectivamente. Foi realizada a sobreposicéo de todas as proteinas com o intuito
de se averiguar a exclusiva deteccdo em uma Unica espécie ou o compartilhamento entre elas.
Como resultado, 125 proteinas ndo redundantes foram detectadas somente em L. (L.) infantum,
335 em L. (L.) amazonensis e 1908 proteinas quantificadas e ndo redundantes foram
identificadas em ambas as espécies (Figura 3A).

A andlise de predicdo de localizagdo subcelular foi realizada com o objetivo de
distinguir as proteinas de membrana plasmatica. Assim, das 2.368 proteinas ndo redundantes
identificadas neste trabalho, 394 (16,6%) foram preditas como proteinas de membrana
plasmaética: 18 exclusivamente detectadas em L. (L.) infantum, 56 em L. (L.) amazonensis e 320
proteinas foram compartilhadas entre as espécies. Com relacdo ao ultimo grupo, somente 32
proteinas de membrana plasmatica estavam diferencialmente reguladas: 14 mais abundantes em
L. (L.) infantum e 18 em L. (L.) amazonensis (Figura 3B).

Assim, para as analises subsequentes, 32 proteinas de membrana foram consideradas
em L. (L.) infantum, 18 presentes apenas nesta espécie (analise qualitativa) e 14 reguladas
(andlise quantitativa, p < 0,05). Para L. (L.) amazonensis, foram consideradas 74 proteinas,
sendo 56 provenientes da analise qualitativa e 18 da quantitativa (Figura 3B). Estas proteinas

foram submetidas a analise de enriquecimento funcional.
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Figura 3 - Namero de proteinas identificadas e quantificadas em L. (L.) infantum e
L. (L.) amazonensis e preditas como de membrana plasmatica
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Fonte: Elaborada pela autora.

A) Total de proteinas exclusivamente detectadas em L. (L.) infantum (Li, azul), em L. (L.)
amazonensis (La, verde), bem como proteinas quantificadas entre as duas espécies
(vermelho). B) Numero de proteinas de membrana plasmatica exclusivas de L. (L.)
infantum (Li, azul), de L. (L.) amazonensis (La, verde) e quantificadas entre as duas
espécies (vermelho). O retangulo tracejado azul indica as 32 proteinas de membrana

plasmaética reguladas positivamente em L. (L.) infantum e o retdngulo tracejado verde as
74 proteinas de membrana plasmaética reguladas positivamente em L. (L.) amazonensis.
PMP: proteinas de membrana plasmatica.

Para melhor entender os processos bioldgicos dos quais as proteinas de membrana
plasmatica diferencialmente reguladas participam, foi realizada uma analise de enriquecimento
de ontologia génica (Gene Ontology - GO) no TriTrypDB com filtro para FDR menor que 0,05
no teste exato de Fisher. Sessenta e nove processos biologicos (PB), 39 fun¢des moleculares
(FM) e 32 componentes celulares (CC) foram enriquecidos usando as proteinas reguladas de L.
(L.) infantum. Os termos redundantes foram resumidos através do programa REVIGO, que
atribuiu 26 termos para PB, 12 para FM e 12 para CC. No que se refere a PB, encontraram-se

entre os termos mais enriquecidos: regulagdo de transducdo de sinal mediada por 6xido nitrico,
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regulagdo de comunicacdo da célula, regulacdo de sinalizacdo, adesdo da célula, ades&o
bioldgica, regulacao de resposta a estimulo, localizagéo e processo multiorganismo. De maneira
interessante, a proteina GP63 foi a Unica representante destes termos, estando também presente
em outros PB menos destacados. Todavia, outras proteinas se sobressairam na andlise de
enriquecimento, tais como a putative protein associated with differentiation 4
(LINF_110012300), vacuolar  protein  sorting-associated  protein-like  protein
(LINJ_360061200) e putative prenyl protein specific carboxyl methyltransferase
(LINF_350035600). Na analise de FM, predominam as atividades de regulador de atividade de
fosfatase, regulador de funcdo molecular e atividade de endopeptidase. Mais uma vez, estes
termos sdo fortemente representados pela GP63, e também pela putative serine peptidase, Clan
S-, family S54 (LINF_040013500) (Figura 4A, Tabela 1).

As proteinas de membrana diferencialmente reguladas no enriquecimento de L. (L.)
amazonensis mostraram um padréo distinto de GO. As proteinas foram atribuidos 22 PB, 18
FM e 29 CC. Apos a analise pelo REVIGO, estes numeros foram reduzidos para 14, 11 e 17,
respectivamente. Os termos ndo redundantes de PB mais relevantes foram localizacéo,
localizacdo de macromolécula e transporte. As proteinas mais significativas foram
phospholipid-transporting  ATPase  1-like  protein  (LmxM.13.1530), putative
CAS/CSE/importin domain protein (LmxM.29.3390), putative phosphate transport (Pho88)
(LmxM.39.1920) e uma proteina hipotética conservada (LmxM.23.1750). O enriquecimento de
funcdo molecular revelou predominancia de proteinas envolvidas em atividade de ATPase,
ligacdo de enzima e ligacdo de GTPase. Membros da familia ATP-binding cassette
(LmxM.11.1220, LmxM.11.1270, LmxM.11.1290, LmxM.27.0980), além da phospholipid-
transporting ATPase 1-like protein (LmxM.13.1530) e putative Sec7 domain containing
protein (LmxM.07.0120) encontram-se entre as proteinas em destaque (Figura 4B, Tabela 2).

Ambas as espécies compartilharam os termos de enriquecimento de componente celular
mais significativos, os quais incluiram membrana, parte da membrana, componente integral da
membrana e componente intrinseco da membrana (Figura 4C), indicando que os critérios de
analise de dados utilizados de fato enriqueceram proteinas relacionadas a membrana.

Um grupo de proteinas identificadas foi composto de proteinas hipotéticas e algumas
delas apresentavam-se reguladas. Trés proteinas hipotéticas reguladas em L. (L.) infantum
mostraram um aumento significativo nos niveis de abundancia, enquanto nove proteinas
hipotéticas de L. (L.) amazonensis estavam aumentadas nesta espécie. A maioria destas
proteinas ndo pdde ser classificada em nenhuma categoria de GO.
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Figura 4 - Analise de enriquecimento de ontologia génica (GO) em trés categorias
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Fonte: Elaborada pela autora.
Distribuig8o das proteinas com base nos processos biolégicos e funges moleculares preditos em L. (L.) infantum
(A) e L. (L.) amazonensis (B). C) Gréfico interativo gerado no programa REVIGO mostrando os termos
enriquecidos da analise de componente celular em ambas as espécies. A cor da bolha indica o p-value e o
tamanho da mesma indica a frequéncia do termo de GO no banco de dados. As arestas conectam termos muito
similares e a espessura da linha indica o grau de similaridade. Termos super-representados por valor de
enriquecimento > 1,3 e p-value < 0,05.
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Tabela 1 - Distribuicdo das proteinas reguladas de L. (L.) infantum apos analise de

enriquecimento de Processo Bioldgico e Fun¢do Molecular

N° de Acesso Anotagdo funcional® TMDP  SP¢ An(c;opr I% de
PROCESSO BIOLOGICO

Regulagéo de transdugéo de sinal mediada por 6xido nitrico

LINF_100010100 GP63, leishmanolysin (+3) 1 - X
Regulacdo de comunicacao celular

LINF_100010100  GP63, leishmanolysin (+3) 1 . X
Regulacéo de sinalizagdo

LINF_100010100  GP63, leishmanolysin (+3) 1 - X
Adeséo celular

LINF_100010100  GP63, leishmanolysin (+3) 1 . X
Adesao bioldgica

LINF_100010100  GP63, leishmanolysin (+3) 1 - X
Regulacao de resposta a estimulo

LINF_100010100  GP63, leishmanolysin (+3) 1 . X
Localizagéo

LINF_110012300  protein associated with differentiation 4, putative 13 - -
LINF_ 230025800  V-type proton ATPase subunit a, putative 6 - -
LINF_250012500 SCAMP family - putative 4 - -
LINF_280025200 palmitoyl acyltransferase 4 - putative 4 - -
LINF_ 300039600  CAS/CSE/importin domain protein - putative - - -
LINF_320014800  vacuolar proton-ATPase-like protein - putative 6 - -
LINF_360061200  vacuolar protein sorting-associated protein-like protein

LINF_360072900 glucose transporter 2 12 - -
Processo multiorganismo

LINF_100010100  GP63, leishmanolysin (+3) 1 - X

Energy coupled proton transmembrane transport, against electrochemical gradient

LINF_230025800
LINF_320014800

V-type proton ATPase subunit a, putative

vacuolar proton-ATPase-like protein - putative

Metilacdo da porcéo C-terminal de proteina

LINF_350035600

prenyl protein specific carboxyl methyltransferase -

putative

Montagem complexa de ATP sintase transportadora de protons
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N° de Acesso Anotacao funcional?

TMDP

S

Ancora de

GPI¢
LINF_180008500  ATP12 chaperone protein - putative 0 - -
Transporte de endossomo através de via de corpos multivesiculares
LINF 360061200  vacuolar protein sorting-associated protein-like protein 0 - -
Modificagdo pos-traducional de proteina
LINE_350035600 Blrj«i%lleprotein specific carboxyl methyltransferase - 4 i i
Via de corpos multivesiculares
LINF_ 360061200  vacuolar protein sorting-associated protein-like protein, 0 - -
Transporte de substancia organica
LINF_110012300  protein associated with differentiation 4, putative 13 - -
LINF_250012500 SCAMP family - putative 4 - -
LINF_300039600 CAS/CSE/importin domain protein - putative - - -
Transporte de endossomo
LINF_360061200  vacuolar protein sorting-associated protein-like protein, 0 - -
Transporte de citrato
LINF_110012300 protein associated with differentiation 4, putative 13 - -
Transporte de antibiotico
LINF_110012300  protein associated with differentiation 4, putative 13 - -
Processo biolégico
LINF_100010100  GP63, leishmanolysin (+3) 1 . X
LINF_110012300 protein associated with differentiation 4, putative 13 - -
Fissao do peroxissomo
LINF_350042300  Peroxisomal biogenesis factor 11 (PEX11) - putative 0 - -
Regulacéo bioldgica
LINF_100010100  GP63, leishmanolysin (+3) 1 - X
LINF_110012300  protein associated with differentiation 4, putative 13 - -
Alquilacéo de proteina
LINF_350035600 Blrﬁ%lleprotein specific carboxyl methyltransferase - 4 i i
Proteolise
LINF_100010100  GP63, leishmanolysin (+3) 1 - X
Resposta a estimulo de temperatura
LINF_110012300  protein associated with differentiation 4, putative 13 - -

Transporte de peptideo

44



Ancora de

N° de Acesso Anotagcdo funcional® TMDP GPI¢
LINF_250012500 SCAMP family - putative 4 -
LINF_ 300039600  CAS/CSE/importin domain protein - putative - -
Transporte mediado por vesicula

LINF_280025200 palmitoyl acyltransferase 4 - putative 4 -
LINF_360061200  vacuolar protein sorting-associated protein-like protein 0 -
FUNCAO MOLECULAR

Atividade de regulador de fosfatase

LINF_100010100  GP63, leishmanolysin (+3) 1 X
Regulador de fun¢éo molecular

LINF_100010100  GP63, leishmanolysin (+3) 1 X
Atividade de endopeptidase

LINF_040013500  serine peptidase, Clan S-, family S54, putative 4 -
LINF_100010100  GP63, leishmanolysin (+3) 1 X
Atividade de peptidase

LINF_040013500  serine peptidase, Clan S-, family S54, putative 4 -
LINF_100010100  GP63, leishmanolysin (+3) 1 X
Atividade de carboxil O-metiltransferase

LINF_350035600 S:ﬁ%l\/gmtein specific carboxyl methyltransferase - 4 i i
Atividade de transportador de cation inorganico monovalente transmembrana

LINF_ 230025800  V-type proton ATPase subunit a, putative 6 - -
LINF_320014800  vacuolar proton-ATPase-like protein - putative 6 - -
Ligacdo a Ras GTPase

LINF_300039600 CAS/CSE/importin domain protein - putative - - -
Atividade de UDP-glicosiltransferase

LINF_080006500 F?UF;;;S/LCNAC transferase complex, PIG-H component, 3 i i
Atividade de transportador

LINF_230025800  V-type proton ATPase subunit a, putative 6 - -
LINF_320014800  vacuolar proton-ATPase-like protein - putative 6 - -
LINF_360072900 glucose transporter 2 12 - -
Ligacdo a FAD

LINF_060018400  FAD binding domain containing protein, putative 0 - -

Atividade de serina hidrolase
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N° de Acesso

Anotacao funcional?

TMDP

S

Ancora de

GPI¢
LINF_040013500  serine peptidase, Clan S-, family S54, putative 4 - -
Atividade de transportador transmembrana de absorcéo de soluto inorganico
LINF 230025800  V-type proton ATPase subunit a, putative 6 - -
LINF_320014800  vacuolar proton-ATPase-like protein - putative 6 - -

Fonte: Elaborada pela autora.

TMD: dominio transmembrana; SP: peptideo sinal. *NUmeros em parénteses indicam o nimero de proteinas
com identificagdo ambigua; ® TMDs foram preditos usando TMHMM v. 2.0.¢ Peptideos sinais foram preditos no

Tabela 2 - Distribuicao das proteinas reguladas de L. (L.) amazonensis apés
enriguecimento de Processo Biologico e Funcdo Molecular

SignalP. ¢ Ancoras de GPI foram preditas usando o big-PI.

N° de Acesso Anotacéo funcional? TMDP SP¢ Anggﬁ, de
PROCESSO BIOLOGICO

Localizagéo

LmxM.13.1530 phospholipid-transporting ATPase 1-like protein 9 - -
LmxM.21.0080 major facilitator superfamily, putative 12 - -
LmxM.23.0830  Na/H antiporter-like protein 12 - -
LmxM.23.1750 hypothetical protein, conserved 1 - -
LmxM.25.0060 Gotl/Sft2-like family, putative 4 - -
LmxM.26.1020  Inner arm dynein 5-1 - - -
LmxM.29.3390 CAS/CSE/importin domain protein, putative - - -
LmxM.29.3660 V-type ATPase, C subunit, putative 5 - -
LmxM.32.1920 Phosphate transport (Pho88), putative 2 - -
Localiza¢&@o de macromolécula

LmxM.13.1530  phospholipid-transporting ATPase 1-like protein 9 - -
LmxM.23.1750 hypothetical protein, conserved 1 - -
LmxM.29.3390 CAS/CSE/importin domain protein, putative - - -
LmxM.32.1920 Phosphate transport (Pho88), putative 2 - -
Transporte

LmxM.13.1530 phospholipid-transporting ATPase 1-like protein 9 - -
LmxM.21.0080 major facilitator superfamily, putative 12 - -
LmxM.23.0830  Na/H antiporter-like protein 12 - -
LmxM.23.1750  hypothetical protein, conserved 1 - -
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N° de Acesso Anotacéo funcional?

TMDP

S

Ancora de

GP1d
LmxM.25.0060  Gotl/Sft2-like family, putative 4 - -
LmxM.29.3390 CAS/CSE/importin domain protein, putative - - -
LmxM.29.3660 V-type ATPase, C subunit, putative 5 - -
LmxM.32.1920  Phosphate transport (Pho88), putative 2 - -
Processo biossintético de peptideo ndo ribossomal
LmxM.18.1660 gamma-glutamylcysteine synthetase, putative - - -
Processo biossintético de glutationa
LmxM.18.1660 gamma-glutamylcysteine synthetase, putative - - -
Transporte de substancia orgénica
LmxM.13.1530 phospholipid-transporting ATPase 1-like protein 9 - -
LmxM.23.1750 hypothetical protein, conserved 1 - -
LmxM.29.3390 CAS/CSE/importin domain protein, putative - - -
LmxM.32.1920 Phosphate transport (Pho88), putative 2 - -
Transporte de proteina intracelular
LmxM.23.1750 hypothetical protein, conserved 1 - -
LmxM.29.3390 CAS/CSE/importin domain protein, putative - - -
LmxM.32.1920 Phosphate transport (Pho88), putative 2 - -
Processo catabdlico de regulacgéo de proteina
LmxM.27.1460 proteasome regulatory non-ATP-ase subunit 3, putative - - -
Processamento de peptideo sinal
LmxM.25.2320  Microsomal signal peptidase 12 kDa subunit (SPC12), putative 1 - -
Transporte de éster organofosforado
LmxM.13.1530 phospholipid-transporting ATPase 1-like protein 9 - -
Transporte de fosfolipideo
LmxM.13.1530  phospholipid-transporting ATPase 1-like protein 9 - -
Regulacdo de transdugdo de sinal de proteina Ras
LmxM.07.0120  Sec7 domain containing protein, putative - - -
Processo biossintético de coenzima A
LmxM.13.1530  phospholipid-transporting ATPase 1-like protein 9 - -

Processo metabolico de glutationa

LmxM.18.1660 gamma-glutamylcysteine synthetase, putative
FUNCAO MOLECULAR

Atividade de ATPase
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N° de Acesso

Anotacéo funcional?

TMDP

S

Ancora de

GP1d
LmxM.09.0230  ATP-dependent protease ATPase subunit HslU2 - Y -
LmxM.11.1220 ATP-binding cassette protein subfamily A, member 2, putative 15 - -
LmxM.11.1270  ABC transporter, putative (+2) 14 - -
LmxM.13.1530  phospholipid-transporting ATPase 1-like protein 9 - -
LmxM.27.0980 ATP-binding cassette protein subfamily A, member 9, putative 7 - -
Ligacdo de enzima
LmxM.07.0120  Sec7 domain containing protein, putative - - -
LmxM.24.2290  cullin-like protein-like protein - - -
LmxM.29.3390 CAS/CSE/importin domain protein, putative - - -
Ligacédo de GTPase
LmxM.07.0120  Sec7 domain containing protein, putative - - -
LmxM.29.3390 CAS/CSE/importin domain protein, putative - - -
Atividade de ligase glutamato-cisteina
LmxM.18.1660 Gamma-glutamylcysteine synthetase, putative - - -
Atividade de ndo carregador de soluto:proton
LmxM.23.0830  Na/H antiporter-like protein 12 - -
Atividade de quinase defosfo-coA
LmxM.13.1530 phospholipid-transporting ATPase 1-like protein 9 - -
Atividade de hidrolase, atuando em anidridos acidos
LmxM.09.0230 ATP-dependent protease ATPase subunit HslU2 - Y -
LmxM.11.1220  ATP-binding cassette protein subfamily A, member 2, putative 15 - -
LmxM.11.1270  ABC transporter, putative (+2) 14 - -
LmxM.13.1530 phospholipid-transporting ATPase 1-like protein 9 - -
LmxM.26.1020  Inner arm dynein 5-1 - - -
LmxM.27.0980 ATP-binding cassette protein subfamily A, member 9, putative 7 - -

Atividade de 3-hidroxiacil-coA desidrogenase

LmxM.32.2600

Atividade de fator de troca de nucleotideo de guanina associado ao fator de ribosilacdo de ADP

LmxM.07.0120

enoyl-CoA hydratase/Enoyl-CoA isomerase/3- hydroxyacyl-
CoA dehydrogenase, putative

Sec7 domain containing protein, putative

Atividade de ATPase de translocacao de fosfolipide

LmxM.13.1530

phospholipid-transporting ATPase 1-like protein

Regulador de fun¢éo molecular
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Ancora de

N° de Acesso Anotacéo funcional? TMDP Spe¢ GPI¢

LmxM.07.0120  Sec7 domain containing protein, putative - = =

LmxM.27.1460 proteasome regulatory non-ATP-ase subunit 3, putative - - -

Fonte: Elaborada pela autora.
TMD: dominio transmembrana; SP: peptideo sinal. ®NUmeros em parénteses indicam o nimero de proteinas
com identificagdo ambigua; ® TMDs foram preditos usando TMHMM v. 2.0.¢ Peptideos sinais foram preditos no
SignalP. ¢ Ancoras de GPI foram preditas usando o big-PI.
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3 DISCUSSAO

Embora L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis sejam espécies filogeneticamente
préximas, apresentam perfis epidemioldgicos distintos e sdo responsaveis por causar diferentes
manifestagdes clinicas no hospedeiro vertebrado. Este cenario instigou o interesse em estudar
as respectivas espécies de uma perspectiva comparativa. Leishmania (L.) amazonensis pode
infectar grande diversidade de hospedeiros vertebrados e invertebrados (DVORAK; SHAW;
VOLF, 2018; LAINSON, 2010) e causar amplo espectro de doencas em humanos, resultando
em leishmaniose cutdnea, mucosa, difusa e até visceral (BARRAL et al., 1986; BARRAL et
al., 1991). Em contrapartida, L. (L.) infantum é capaz de infectar um ndmero menor de
hospedeiros, sejam eles vertebrados ou invertebrados, e, em humanos, esta majoritariamente
associada com a leishmaniose visceral (BANULS; HIDE; PRUGNOLLE, 2007; LAINSON,
2010).

E importante lembrar que as promastigotas metaciclicas de Leishmania spp. se
desenvolvem no interior do inseto vetor a partir de promastigotas prociclicas, as quais sdo
menos infectivas e oriundas da transformacéao de formas amastigotas ingeridas juntamente com
as celulas infectadas do hospedeiro mamifero. A metaciclogénese também ocorre em culturas
axénicas no momento de transicdo da fase logaritmica de crescimento para a estacionaria
(SACKS, 1989). Este processo é acompanhado de alteracdes na morfologia do parasito,
incluindo tamanho, forma e comprimento do flagelo, bem como modifica¢bes qualitativas e
guantitativas na expressdo de moléculas de superficie como LPG e proteinas (DA SILVA et al.,
2015). Portanto, para que fosse possivel comparar o proteoma de membrana de L. (L.) infantum
e L. (L.) amazonensis, o cultivo de ambas foi sincronizado, assegurando a utilizagdo no mesmo
estagio do ciclo evolutivo. Em virtude da similaridade entre as espécies com relacdo a fase de
crescimento, aspectos morfoldgicos e infectividade de macréfagos murinos, a sincronizacao foi
considerada bem-sucedida.

A estratégia empregada no presente trabalho para melhor compreender a diversidade
biologica de L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis e a interagdo inicial com o hospedeiro foi a
investigacdo das proteinas de membrana plasmatica de promastigotas metaciclicas. Proteinas
de membrana sdo componentes fundamentais da membrana plasmatica, uma vez que mediam
processos celulares vitais. Além disso, devido a sua acessibilidade na superficie da célula, elas
constituem mais de 60% dos atuais alvos para drogas (OVERINGTON; AL-LAZIKANI,
HOPKINS, 2006; YAO et al., 2010). Assim, a inten¢é@o deste trabalho foi a investigagdo do
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proteoma de membrana de L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis, visando contribuir para o
melhor conhecimento das diferencas bioldgicas entre as respectivas espécies.

A maioria das proteinas de membrana plasmatica identificadas foram detectadas em
ambas as espécies: L. (L.) infantum compartilhou 93% das proteinas identificadas, ao passo que
L. (L.) amazonensis tinha 81% das proteinas em comum. Este é um resultado esperado
considerando a similaridade entre os dois organismos (TSCHOEKE et al., 2014). Para alcancar
0 propdsito do estudo, entretanto, o foco foi direcionado a investigacédo das proteinas exclusivas
de cada espécie, além daquelas diferencialmente abundantes (Figura 3).

Neste estudo, mais de 2.300 proteinas foram identificadas e 394 foram preditas como
sendo de membrana plasmética. O numero total de proteinas identificadas foi
consideravelmente mais alto se comparado a estudos anteriores, 0s quais exploraram diferentes
abordagens para obter e identificar proteinas de membrana de espécies de Leishmania. Por
exemplo, Yao et al. (2010) identificaram 33 proteinas de membrana de promastigotas de L. (L.)
chagasi através de LC-MS/MS utilizando extracdo com detergente. Um segundo estudo
descreveu a identificacdo de 488 proteinas nas preparacfes de membrana de promastigotas de
L. (L.) infantum aplicando gel 1D e MS/MS, das quais 194 tinham ao menos um dominio
transmembrana (BROTHERTON et al., 2012). Mais recentemente, um mapa bidimensional das
proteinas de membrana enriquecidas de L. (L.) donovani foi gerado e 72 proteinas foram
identificadas dentre os 95 spots detectados (KUMAR et al., 2015). O primeiro proteoma
quantitativo de fracdo de membrana de espécies de Leishmania foi apresentado por Lynn, Marr
e McMaster (2013). Os autores usaram marcacdo isobarica para avaliar as proteinas
diferencialmente abundantes através de um gradiente de densidade. Um total de 189 proteinas
foram identificadas no extrato proteico de promastigotas e amastigotas de L (L.) infantum,
enquanto 107 foram identificadas na analise de L. (L.) mexicana.

No perfil protebmico de L (L.) infantum e L (L.) amazonensis, cerca de 17% das
proteinas foram preditas como de membrana plasmaética, sendo a maioria delas detectadas em
ambas as especies (Figura 3B). Para reconhecer uma proteina de membrana plasmatica, a
maioria dos estudos de Leishmania consideram a presenca de dominio transmembrana e/ou
ancora de GPlI (BROTHERTON et al., 2012; KUMAR et al., 2015; LYNN; MARR;
MCMASTER, 2013; YAO et al., 2010). De acordo com este principio, contudo, um grande
numero de proteinas transmembrana de organelas e também nucleares, tais como nucleoporin
NUPG65, putative e cytochrome oxidase subunit IX — putative, foram detectadas nas analises.
Por este motivo, as proteinas foram validadas como pertencentes a membrana plasmatica dada
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a sua predicdo de localiza¢do subcelular. Proteinas contaminantes ndo foram completamente
eliminadas, mas se tornaram menos frequentes.

O numero de proteinas de membrana plasmatica reguladas em L. (L.) amazonensis foi
maior (74 vs. 32), porém foi observada uma maior diversidade nas categorias enriquecidas em
L. (L.) infantum. Ambas as espécies apresentaram um perfil de enriquecimento funcional
consideravelmente distinto (Figura 4A e B). Os termos de GO “adesédo celular” e “protedlise”
estavam super-representados e sua deteccdo € de fato esperada em organismos parasitos, sendo
o0 ultimo um componente chave na patogenia de Leishmania (VALDIVIA et al., 2015).

Uma notavel protease de Leishmania se destacou entre as categorias enriquecidas: a
metaloprotease GP63 (Tabela 1). Proteases sdo importantes fatores de viruléncia, sendo
reconhecidas como criticas para o ciclo de vida ou patogenicidade de diversos parasitos, bem
como potenciais alvos vacinais e quimioterapicos (SAJID; MCKERROW, 2002; SILVA-
ALMEIDA et al., 2012). A metaloprotease GP63 foi a Unica proteina enriquecida nas funcdes
mais representativas referentes a processo bioldgico e funcdo molecular em L. (L.) infantum.
GP63 é um dos fatores de viruléncia mais estudados em Leishmania e a glicoproteina de
superficie mais abundante nos parasitos deste género, especialmente nas formas promastigotas.
Ela exerce diversos papéis importantes na patogenia das leishmanioses, estando implicada na
resisténcia a lise mediada pelo complemento, facilitacdo da fagocitose das promastigotas
metaciclicas pelo macréfago, interacdo com matriz extracelular e diminuicdo da funcdo de
células natural killers (CHANG; CHANG, 1986; JOSHI et al., 2002; YAQO, 2010). Estudos de
L. (L.) infantum mostram que a abundéncia de GP63 aumenta significativamente na fase em
que o parasito esta se desenvolvendo da forma nédo infecciosa, tipica da fase de crescimento
logaritmica, para o estagio infectante metaciclico in vitro (YAO et al., 2002).

Outra proteina detectada em varios termos de GO foi a provavel proteina associada com
diferenciacdo 4 (PAD4), membro da familia de transportadores de carboxilato. Sua expressdo
é reportada na superficie de Trypanosoma brucei, estando envolvida na deteccdo de sinais para
a diferenciacdo em tripomastigotas metaciclicas no interior do vetor (DEAN et al., 2009). As
funcbes das PADs nédo foram exploradas em Leishmania, mas um estudo recente sugere o
envolvimento de uma proteina PAD na resisténcia de L. (L.) donovani a antiménios trivalentes
(RASTROJO et al., 2018).

Em contrapartida, grande parte dos processos bioldgicos e fungbes moleculares de L.

(L.) amazonensis estavam relacionados a localizacgdo e atividade enzimética (Figura 4B, Tabela
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2). As proteinas mais notaveis na analise de enriquecimento desta espécie sdo alguns membros
da superfamilia de proteinas transportadoras ATP-binding cassette: putative ABC transporter,
putative ATP-binding cassette protein subfamily A, member 2 (ABCA2) e ATP-binding
cassette protein subfamily A, member 9 (Tabela 2). Os transportadores ABC séo responsaveis
pela translocacdo de grande diversidade de substratos através de membranas intra e
extracelulares, e sdo reconhecidos pelo envolvimento com resisténcia a drogas em protozoarios
parasitos (SAUVAGE et al., 2009). O conhecimento sobre o papel destes transportadores na
biologia, metabolismo, transmissdo e infeccdo das leishmanioses é limitado e, por vezes,
incerto. Em Leishmania, membros das subfamilias B, C, G e | estdo envolvidos com resisténcia
a drogas (COELHO; COTRIM, 2018). Com relacdo a subfamilia ABCA, as proteinas
identificadas ABCA2 e ABCA9 ainda ndo foram caracterizadas em Leishmania. A proteina
ABCA4 estéa envolvida no trafego de fosfolipides em Leishmania e 0 aumento de sua expressao
diminui a infectividade de macrdfagos. Além disso, este transportador ndo confere resisténcia
adrogas, incluindo alguns leishmanicidas (ARAUJO-SANTOS et al., 2005; PARODI-TALICE
et al., 2003). Assim, é importante investigar o papel destas proteinas ndo caracterizadas em
espeécies de Leishmania, uma vez que esta superfamilia mostra grande importancia no sucesso
da infecgdo e sobrevivéncia do parasito.

Os resultados encontrados mostram um maior nimero de proteinas reguladas em L. (L.)
amazonensis do que em L. (L.) infantum. Contudo, o oposto foi observado com relacdo a
diversidade de categorias funcionais. Além disso, GP63 foi a Unica proteina representante de
diversas categorias enriquecidas de L. (L.) infantum. Assim, estes resultados podem sugerir que
L. (L.) amazonensis expressa maior diversidade de proteinas que exercem a mesma funcéo, ao
passo que L. (L.) infantum depende da GP63 para muitas fungdes. Isto pode estar relacionado
com a maior plasticidade de L. (L.) amazonensis no que diz respeito a diversidade de
hospedeiros (vertebrados e invertebrados), bem como de formas clinicas que se manifestam em

humanos. Da mesma forma, L. (L.) infantum apresenta menos variag0es neste sentido.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Através da aplicacdo de uma analise protebmica shotgun label-free da fracdo de
membrana de L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis, este estudo foi capaz de identificar o perfil
proteico de ambas as espécies e avaliar a abundéncia de proteinas de membrana plasmética. A
maioria das proteinas identificadas sdo compartilhadas, evidenciando a similaridade entre as
respectivas espécies. Contudo, a andlise das proteinas reguladas revelou diferencas
consideraveis e indica que estas proteinas podem influenciar na biologia das espécies. Algumas
das proteinas mais relevantes identificadas em L. (L.) infantum representam importantes fatores
de viruléncia, atuando na interagcdo do parasito com o hospedeiro, invasdao da célula alvo do
parasitismo e sobrevivéncia. Em L. (L.) amazonensis uma superfamilia de proteinas
transportadoras se destacou, incluindo membros associados a diminuicdo da infeccdo de
macrofagos e proteinas associadas a resisténcia a drogas. Algumas proteinas diferencialmente
abundantes eram anotadas como proteinas hipotéticas e ndo puderam ser caracterizadas,
enquanto outras proteinas reguladas ainda ndo foram caracterizadas em Leishmania spp. A
avaliacdo do papel destas proteinas € um passo interessante, uma vez que elas podem ser

essenciais em grande diversidade dos processos biolégicos e celulares destes organismos.
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CAPITULO 2

Proteoma de macrofagos infectados com

Leishmania (Leishmania) infantum e L. (L.) amazonensis
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1 MATERIAIS E METODOS

1.1 Comité de ética

Os experimentos com camundongos foram realizados de acordo com recomendages do
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais,
protocolo 269/2018.

1.2 Parasitos

Foram utilizadas as mesmas cepas de L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis, isoladas e

cultivadas sob as mesmas condic@es descritas no item 1.2 do Capitulo 1.

1.3 Obtencao de macrdéfagos peritoneais

Macrofagos peritoneais de camundongos machos da linhagem Balb/C foram infectados
com as espécies L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis para avaliacdo das proteinas de
macrofagos diferencialmente abundantes, utilizando as técnicas de DIGE e TMT. Como
controle foram utilizados macréfagos nédo infectados.

Os macrofagos peritoneais de camundongos Balb/C foram obtidos conforme protocolo
de Gongalves e Mosser (2015). O procedimento consistiu, inicialmente, na inoculacdo
intraperitoneal de 2 mL de tioglicolato a 3% em camundongos Balb/C. Apds 36 horas, 0s
animais foram sacrificados e 10 mL de meio DMEM (Cultilab) estéril a 4 °C foram injetados
na cavidade peritoneal. Ap6s massagem abdominal, o0 DMEM contendo os macrofagos foi
aspirado com auxilio da seringa e mantido no gelo. As células foram centrifugadas a 8.000 x g
por 10 minutos a 4 °C e o precipitado foi ressuspendido em DMEM suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB), pH 7,4. Apds contagem, 4 x 10® macrofagos/pogo foram distribuidos
em placas de cultura de 6 pocos (Sarstedt) e incubados por 24 horas em estufa a 37 °C com 5%
de CO- para adesdo das células. As células ndo aderidas foram removidas por meio de trés
lavagens com DMEM a TA.

1.4 Infeccdo de macrofagos com L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis
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Os macrofagos plaqueados foram infectados com 4 x 107 promastigotas de L. (L.)
infantum e L. (L.) amazonensis na fase estacionaria de crescimento da 92 passagem, no 5° e 6°
dia apos repique, respectivamente. Apos 24 horas de incubacdo a 37 °C, os parasitos ndo
interiorizados foram removidos por meio de trés lavagens com meio DMEM completo. As
células foram incubadas e cultivadas por 72 horas, ocorrendo troca do meio de cultivo
diariamente. Apds este periodo, foi realizada a extragdo de proteinas totais. O grupo controle
recebeu 0 mesmo tratamento citado, porém, no momento da infec¢éo, foi adicionado somente
DMEM completo aos poc¢os. As infeccdes foram realizadas em triplicatas/grupo.

Para certificacdo da infeccdo dos macréfagos por ambas as espécies e diferencia¢do dos
parasitos, macrofagos infectados e cultivados por 72 horas foram submetidos a fixacdo com
metanol e coloracdo por Giemsa. O numero de células infectadas e 0 numero de parasitos/célula
foram determinados através de contagem de 300 células/lamina das triplicatas de cada grupo
(PIRES et al., 2014).

1.5 Eletroforese em Gel Diferencial (DIGE)
1.5.1 Delineamento experimental
A técnica de DIGE foi utilizada para avaliar a abundancia proteica diferencial de

macrdfagos infectados com promastigotas metaciclicas de L. (L.) infantum e L. (L)

amazonensis. A Figura 5 mostra o delineamento experimental para este estudo.
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Figura S - Esquema do delineamento experimental para o estudo dos macrofagos
infectados com L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis através da técnica de DIGE

Extrato Marcagdo
Infec¢do proteico com CyDye
macroéfagos = o3 -
Obtengio Md_Li ( w s
macréfagos /
cy3 ||
s — Md_L - (ﬁ — s L v 2DE
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' 1:1:1
/ _ v
\ Mo_NIS O 5 o3 Digitaliza¢do
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Andlises Tratamento spots Analise imagens
bioinformaticas MALDI-TOF/TOF selecionados DeCyder

Fonte: Elaborada pela autora.

Macréfagos peritoneais de camundongos Balb/C foram infectados in vitro com L. (L.) infantume L. (L.)
amazonensis. O extrato proteico de cada grupo experimental foi marcado com diferentes fluoréforos e entédo
utilizado para hidratar strips de 17 cm, pH 4 -7. Apés eletroforese bidimensional, foi realizado o escaneamento
dos géis e as imagens geradas foram analisadas. Os spots selecionados como diferencialmente intensos em
cada grupo experimental foram excisados e tratados para extracdo e digestdo das proteinas por tripsina. Os
peptideos resultantes foram submetidos a identificacdo por MALDI-TOF/TOF.

1.5.2 Obtencéo de extrato proteico total de macréfagos infectados e nédo infectados

Os macrdfagos nédo infectados e infectados com cada uma das espécies de Leishmania
foram lisados com o tampdao de lise (uréia 8 M, tiouréia 2 M, CHAPS 4%, DTT 65 mM, Tris 1
M) acrescido de coquetel de inibidores de proteases (Protease Inhibitor Mix — GE Healthcare).
As amostras foram solubilizadas e entdo centrifugadas a 14.000 rpm por 20 minutos. O
sobrenadante (extrato proteico) foi aliquotado e armazenado a -80 °C até utilizacdo. A
quantificacdo das proteinas totais obtidas no processo de extracdo foi determinada utilizando o

2D Quant Kit® (GEHealthcare), de acordo com instrugdes do fabricante.

1.5.3 Eletroforese em gel diferencial (DIGE)

Os extratos proteicos de macrofagos infectados com L. (L.) infantum (Me_Li), com L.
(L.) amazonensis (M La) e nao infectados (M@ NI) foram marcados com o fluoroforo
CyDye™ (GE Healthcare), conforme o delineamento experimental (Tabela 3). A marcacdo das
proteinas foi realizada de modo a ocorrer a inversdo das amostras com diferentes fluoroforos
(Dye Swap com Cy3 e Cyb5) e, para normalizacdo dos dados, uma mistura de todas as amostras

foi marcada com o fluor6foro Cy2, sendo este o padréo interno. Durante todo o processo (da
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marcagdo com fluor6foros ao escaneamento), todos os procedimentos foram realizados sob

protecdo da luz.

Tabela 3 - Delineamento experimental para marcacgdo das amostras com os fluoréforos
no DIGE. Foram geradas 3 imagens para cada amostra, com um padréao interno (Cy2)

em cada gel
Fluordéforo/amostra
Gel
Cy3 Cy5 Cy2
1 Mo Li Mo La Me_Li+ Me_La+ M¢e_NI
2 Mo NI Mo Li Mo_Li+ Me_La+ Mo_NI
3 Mo La Mo NI Mo_Li+ Me_La+ Mg_NI
4 Mo Li Mg La Mo_Li+ Me_La+ Mo_NI
5 Mg NI Mo Li Mo_Li+ Meg_La + Mg_NI

Fonte: Elaborada pela autora.
Mg _Li: macréfagos infectados com L. (L.) infantum; Me_La: macrofagos infectados com L. (L.) amazonensis;
Mo NI: macréfagos ndo infectados.

Antes de iniciar os experimentos, o pH das amostras foi medido e, caso necessario,
ajustado para 8,5 com HCI 0,5 M ou NaOH 0,5 M. As amostras foram marcadas com 400 pmol
de cada fluoréforo (Cy2, Cy3 e Cy5) e mantidas no gelo por 30 minutos. Posteriormente, foram
adicionados 10 pL de lisina 10 mM para interrupcao da marcacdo das proteinas, com incubacéo
de 10 minutos no gelo. Finalizada a etapa de marcacao, foi realizada a hidratacdo de tiras de gel
de poliacrilamida com pH imobilizado. Para isto, tampéo de hidratacdo (uréia 7 M, tiouréia 2
M, CHAPS 4%, DTT 2%) acrescido de IPG Buffer 1% foi adicionado as amostras e estas foram
incubadas sob leve agitacdo por cerca de 40 minutos a TA. Esta solucdo foi aplicada em strips
de 17 cm, pH 4-7, do tipo Immobilized pH Gradient (IPG) (BioRad) por 12 horas para
hidratacdo passiva. Posteriormente, as strips contendo as amostras foram submetidas a
focalizacdo isoelétrica (IEF) no equipamento Ettan™"IPGPhor™ 3 (GEHealthcare), a 50uA/strip
com as seguintes condic¢des: 500 V por 10 horas; 1000 V por 1 hora e 30 minutos; 8000 V por
2 horas; 8000 V até acumular 40000 Vh e 500 V por 1 hora.

Concluida a IEF, as strips foram equilibradas para reducéo e alquilacdo das proteinas.
Primeiramente, elas foram incubadas em tampédo de equilibrio (50 mM de tris 1,5 M pH 8,8,
ureia 6M, 30% glicerol, 2% SDS, 0,001% v/v azul de bromofenol 0,5%) contendo 10 mg/mL
de DTT por 15 minutos sob leve agitacdo a TA. Em seguida, as strips foram incubadas com

IAA 25 mg/mL em tamp&o de equilibrio nas mesmas condic¢Ges. As strips foram lavadas
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rapidamente em tampéo tris-glicina 10% e posicionadas horizontalmente na parte superior do
gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 12%, sendo seladas com agarose 0,5%. Foi utilizado o
sistema vertical Ettan DALTSsix Electrophoresis Unit (GE Healthcare). A corrida se deu a 100
V/gel e 50 mA/gel a 10 °C.

Finalizada a eletroforese, os géis gerados foram digitalizados no scanner Typhoon FLA
9000 (GEHealthcare) e, posteriormente, corados por Coomassie Brilliant Blue G250
(NEUHOFF et al.,, 1988) para futura excisdo manual dos spots selecionados como

diferencialmente abundantes.

1.5.4 Analise dos géis

As imagens dos géis geradas no Typhoon foram analisadas utilizando o software
DeCyder™ 2D Differential Analysis Software v7.2 (GE Healthcare). Através do médulo Image
Loader as imagens dos geéis foram importadas para o banco de dados do Decyder™ ficando,
assim, acessiveis para os outros modulos do programa. Nessa importacdo, as imagens geradas
de cada fluoréforo (Cy2, Cy3 e Cy5) foram agrupadas. Também foram ajustados o brilho e
contraste.

Ap0s o carregamento das imagens, fez-se a analise no médulo DIA (Differential In Gel
Analysis), com o qual se faz uma sobreposi¢do das trés imagens de cada gel, gerando uma Unica.
Os spots foram detectados e quantificados pelo DIA em uma imagem combinada derivada de
uma mescla de imagens individuais, assegurando que todos o0s spots detectados estivessem
representados em todas as imagens. A detec¢cdo dos spots foi realizada de acordo com 0s
parametros escolhidos: inclinagdo (> 0,87), volume, area (< 350) e tamanho do pico. Estes
valores de inclinacdo e area foram utilizados com a finalidade de eliminar artefatos
equivocadamente detectados como spots, porém ainda houve a necessidade de realizar uma
cuidadosa edi¢do manual para exclusao de artefatos.

Em seguida, as imagens foram exportadas para 0 modulo BVA (Biological Variation
Analysis) o qual utilizou os arquivos gerados pelo modo DIA e as imagens originais para
realizar o match e identificar os spots de proteinas comuns entre os diferentes géis. Foi
necessario revisar e conferir os matches manualmente e, ap0s esta etapa, por meio do BVA
foram realizadas analises estatisticas com teste T student e OneWay ANOVA. Todos o0s spots

com p < 0,05 e ratio > 1,5 foram considerados diferencialmente intensos.
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1.5.5 Tratamento dos spots

Os spots diferencialmente intensos foram excisados dos géis para a identificacdo por
espectrometria de massa por MALDI-TOF/TOF.

Para a identificacdo dos spots selecionados, os mesmos foram retirados dos geéis e
descorados através de trés lavagens de 15 minutos com 400 pL de solugdo de ACN 50% e
bicarbonato de aménio 25 mM, pH 8,0 sob constante agitacdo. Apds a remoc¢édo da solucao
descorante, os spots foram desidratados com 200 uL. de ACN por 5 minutos. Para a digestdo
proteica, foram adicionados 10 pL de tripsina (Promega, USA) a 20 ng/uL juntamente com 20
uL de bicarbonato de amonio 50 mM a cada spot, e as amostras foram incubadas a 37 °C por
16-24 horas para a completa digestdo e fragmentacao das proteinas. Posteriormente a esta etapa,
a solucdo contendo os peptideos de cada amostra foi transferida para novos tubos e, aos tubos
anteriores, foram acrescentados 30 pL de solug¢do de acido férmico 5% e ACN 50% por 30
minutos sob agitagdo. Este procedimento foi realizado mais uma vez para completa extragéo
dos peptideos. As amostras foram submetidas a centrifugacao a vacuo até o volume aproximado
de 10 pL para concentracdo dos peptideos.

As solugdes com as misturas de peptideos foram dessalinizadas e concentradas em
colunas ZipTip®C18 (Millipore, USA) de acordo com (COSTA et al., 2011).

1.5.6 MALDI-TOF/TOF e analise de dados

Um volume de 0,5 puL da amostra concentrada resultante do procedimento acima
descrito foi misturada com 0,5 pL de uma solugéo saturada de matriz [10 mg/mL a-ciano-4-
hidroxicinamico (Aldrich, Milwaukee, WI), em 50% acetonitrila/0.1% de 4&cido
trifluoroacético]. As amostras foram aplicadas na placa MTP AnchorChip™ 600/384 (Bruker
Daltonics) e deixadas secando em TA. Os dados brutos para a identificacdo das proteinas foram
obtidos no MALDI-TOF/TOF Autoflex III™ (Bruker Daltonics, Billerica, EUA) com o
instrumento no modo positivo/refletor controlado pelo software FlexControl™. A calibragéo
do instrumento foi feita através da utilizacdo de peptideos de calibracdo padrdo Il (Bruker
Daltonics) como referéncia. Picos de contaminacgéo de tripsina e queratina foram excluidos da
lista utilizada na pesquisa em banco de dados.

Os dados obtidos foram armazenados e levados para o software Bruker Daltonics
BioTools 3.2™, em que se deu a pesquisa no banco de dados MASCOT (Matrix Science, USA
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— http://www.matrixscience.com). Apenas proteinas com valores de score p < 0,05 foram

consideradas na identificagdo.

1.6 Tandem Mass Tag (TMT)

1.6.1 Delineamento experimental

A abundancia proteica diferencial de macrofagos infectados com promastigotas
metaciclicas de L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis também foi avaliada pela técnica de
TMT. Neste caso, a digestdo das proteinas ocorreu em solucdo, os peptideos foram marcados
com is6baros e o fracionamento das amostras se deu por cromatografia liquida. A Figura 6

mostra o delineamento experimental para este estudo.

Figura 6 - Delineamento experimental do estudo dos macréfagos infectados com L. (L.)
infantum e L. (L.) amazonensis através da técnica de TMT
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Nano LC-MS/MS «——— Pré-fracionamento

Fonte: Elaborada pela autora.

Macro6fagos peritoneais de camundongos Balb/C foram infectados in vitro com L. (L.) infantum e L. (L.)
amazonensis. O extrato proteico de cada grupo experimental foi submetido a digestéo triptica, e os peptideos
resultantes foram marcados com tags isobéricas e combinados na propor¢do de 1:1. Anteriormente a analise

por LC-MS/MS, os peptideos foram pré-fracionados em pH alto. As proteinas identificadas foram submetidas
a andlises de bioinformatica através do programa DAVID.

1.6.2 Obtencéo de extrato proteico total de macrofagos infectados e nédo infectados

Para obtencdo do extrato proteico para marcacdo com TMT, os macrofagos néao

infectados e infectados com L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis foram lisados com tampao
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de lise (TEAB 100 mM, SDS 10%). O lisado foi centrifugado a 16.000 x g por 10 minutos a
4°C e o sobrenadante foi transferido para tubos novos. A quantificacdo das proteinas totais
obtidas no processo de extracio foi determinada utilizando o 2D Quant Kit® (GEHealthcare),
de acordo com instruc@es do fabricante.

As proteinas foram reduzidas através de incubagdo com Tris (2carboxyethyl) phosphine
(TCEP) 200 mM por uma hora a 55 °C, alquiladas com IAA 375 mM por 30 minutos sob
protecao da luz e precipitadas a 20 °C com adicdo de acetona gelada por 16 horas. As amostras
foram centrifugadas e o pellet resultante foi ressuspendido com TEAB 100 mM. A digestéo

enzimatica foi realizada com tripsina (Promega, Madison) por 16 horas a 37°C.

1.6.3 Marcacéao de peptideos com TMT

Apobs a tripsinizacdo das proteinas, os peptideos foram marcados com isGbaros
especificos, provenientes do kit TMT® Sixplex Isobaric Mass Tagging (Thermo Scientific). Foi
utilizado para a marcacgédo 0,4 mg de cada is6baro (TMT6-126; TMT6-127; TMT6-128; TMT6-
129; TMT6-130 e TMT6-131) em 27 ug de cada amostra, de acordo com a Tabela 4. Essa
reacdo foi incubada por uma hora em temperatura ambiente, para a completa marcagdo. Apds
esse tempo de incubacdo, foi acrescentado 8 pL de hidroxilamina 5% para interromper a
marcacdo dos is6baros com 0s peptideos e incubado por 15 minutos. Apds esse tempo, as

replicatas 1 e 2 foram combinadas em Unico tubo (A), bem como as replicatas 3 e 4 (B).

Tabela 4 - Delineamento experimental para marcagao das amostras com TMT

REPLICATAS
TAG
A B
TMT126 | < Mg Li ™ Mg La
I B S B
T™T127 | 8 Mo La 8 Mg NI
= =
TMT128 | @ Mg NI 2 Mo Li
TMT129 > Mo Li i Mo NI
T™MT130 | 8 Mo La 8 Mo Li
= =
TMT131 | & Mg NI 2 Mo La

Fonte: Elaborada pela autora.
Meo_Li: macrofagos infectados com L. (L.) infantum; M¢_La: macréfagos infectados com L. (L.) amazonensis;
Mo NI: macréfagos ndo infectados.
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1.6.4 Pré-fracionamento dos peptideos por Cromatografia Liquida em Fase Reversa em pH
alto

Os peptideos marcados das replicatas A e B foram ressuspendidos em solvente A
(formiato de amonio 20 mM pH 9,3) e fracionados utilizando uma coluna C18 Acquity UPLC
MClass CSH 1.7 pm, 300 pm X 100 mm (Waters) no Ultimate 3000 HPLC (Dionex,
Sunnyvale, CA, USA) operando a 10 pL/min. Cada amostra foi separada em 24 fracdes, as
quais foram combinadas em 8 fracdes finais e coletadas em placas de 96 pocos. Ao fim do

processo, a placa foi levada a centrifuga a vacuo para secagem.

1.6.5 LC-MS/MS e andlise de dados

Os peptideos marcados com TMT e pré-fracionados foram ressuspendidos em &cido
férmico 0,1% e injetados no HPLC de nanofluxo EASYnLC (Thermo Scientific). Foi utilizado
um sistema composto por duas colunas, sendo uma pré-coluna (coluna de silica com 2 cm de
comprimento e 100 nm de diametro interno, preenchida com resina C18, didmetro das particulas
igual a 5 um) e uma coluna analitica (coluna de silica com 17 cm de comprimento e 75 nm de
didmetro interno, preenchida com resina C18, didmetro das particulas igual a 3 um). O solvente
A consistia em acido formico 0,1% e o solvente B em acetonitrila 90% e de &cido férmico 0,1%.
O gradiente cromatografico utilizado para separar as amostras foi (em porcentagem do solvente
B): 1-7% por 3 min; 7-25% em 81 min; 25-45% em 5 min; 45-100% em 3 min, sendo o fluxo
mantido em 220 nL. Os peptideos eluidos da coluna analitica foram ionizados por
nanoeletrocspray e direcionados para o espectrometro de massa QExactive HF Orbitrap
(Thermo Fisher). Foi utilizado 0 modo Aquisi¢do Dependente de Dados (do inglés, DDA). Os
ions de peptideos foram resolvidos no Orbitrap, na faixa entre 400 e 1600 m/z, com uma
resolugdo de 120.000 FWHM. Os 20 ions mais intensos (Top 20) foram selecionados no
quadrupolo, usando uma janela de isolamento igual a 1,2 m/z, para fragmentagdo por
dissociacdo por colisdo em alta energia (do inglés, HCD), com uma energia de colisdo
normalizada de 34. Os fragmentos originados foram resolvidos no Orbitrap, em uma faixa entre
110 e 2000 m/z, e com uma resolucédo de 60.000 FWHM.

1.6.6 Bioinformatica e analise de dados
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Os dados brutos foram processados no Proteome Discoverer 2.1 (Thermo Scientific) e
a busca foi feita contra o banco de dados de L. (L.) infantum e L. (L.) mexicana no TryTripDB
36 (8.237 e 8.246 entradas, respectivamente), e Mus musculus no UniProt (84.951 entradas).
Uma vez que o banco de dados de L. (L.) amazonensis estava incompleto no momento da
realizacdo das andlises, a identificacdo das proteinas desta espécie foi feita com base no banco
de L. (L.) mexicana, espécie pertencente ao mesmo complexo de espécies de L. (L.)
amazonensis. O servidor MASCOT foi utilizado para a realizagcdo da busca e comparacao dos
espectros preditos/experimentais e, por fim, identificacdo dos peptideos/proteinas. Os seguintes
parametros foram utilizados nas buscas: tolerancia de massa de 10 ppm; product ion mass
tolerance de 0.05 Da (fragmentacdo do tipo HCD); carbamidometilacdo de cisteinas,
TMT6plex (K) e TMT6plex (N-term) como modificacdes fixas; e um sitio de clivagem de
tripsina perdido. Para as analises, foram considerados somente peptideos tnicos com q value <
0,01, MASCOT rank de 1 e valor de score do MASCOT > 22.

O software DanteR foi utilizado para transformacdo logaritmica dos dados,
normalizacdo e realizacdo do teste estatistico ANOVA. Com o intuito de identificar as proteinas
diferencialmente abundantes, os valores de intensidade relativa das proteinas foram
comparados entre os grupos de macrofagos infectados com L. (L.) infantum (Me_Li), L. (L.)
amazonensis (Me_La) e macrofagos ndo infectados (M _NI). Foram consideradas reguladas
as proteinas com valor de p < 0,05.

As proteinas reguladas em cada grupo experimental foram categorizadas
funcionalmente através das anotacdes de processos bioldgicos e funcdes moleculares
catalogados de acordo com o0 Gene Ontology (GO). Para cada categoria, o teste exato de Fischer
foi empregado para testar o enriquecimento das proteinas selecionadas utilizando como
referéncia as 5.939 proteinas identificadas no estudo. Termos com p < 0,05 foram considerados
significativos. Com a finalidade de conhecer as vias com as quais as proteinas diferencialmente
abundantes estavam envolvidas, o banco de dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) foi utilizado para realizar a anotagdo. Estas analises foram realizadas por meio da
ferramenta DAVID v. 6.8 (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery)
(https://david.ncifcrf.gov/) (HUANG, D. W.; SHERMAN; LEMPICKI, 2009b, a).
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2 RESULTADOS
2.1 Parasitos

Ambas as cepas de L. (L.) infantum e L (L.) amazonensis apresentaram curvas de
crescimento similares, conforme descrito e ilustrado no item 2.1, Figura 2 da se¢do Resultados,
Capitulo 1.

2.2 Infeccdo de macrofagos

Para investigar as proteinas envolvidas na interacdo da célula hospedeira com
Leishmania, macrofagos peritoneais de camundongos Balb/C foram isolados e infectados in
vitro com promastigotas metaciclicas de L. (L.) infantum no 5° d.a.r e de L. (L.) amazonensis
no 6° d.a.r. Ap6s 72 horas de incubacdo, as células infectadas foram coradas e o indice de
infeccdo foi avaliado, juntamente com o numero de amastigotas por macréfagos em cada
infeccdo. N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa na infeccdo das células

pelas duas espécies (Figuras 7 e 8).

Figura 7 - Macrdéfagos infectados com L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis
| ~

-,

* Fonte: otrafia da autora.
Ap6s 72 horas da infecgdo, é possivel observar amastigotas (setas) de L. (L.) infantum (A) e L. (L.)
amazonensis (B) no interior dos macréfagos peritoneais.
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Figura 8 - Infeccdo de macréfagos com L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis
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Fonte: Elaborado pela autora.
Macré6fagos murinos foram infectados com promastigotas metaciclicas de L. (L.) infantum
(MO_Li) e L. (L.) amazonensis (MO_La). O indice de infec¢do (A) e niumero de
parasitos/célula (B) foram determinados pela média das triplicatas.

2.3 Eletroforese em Gel Diferencial (DIGE)

Duas abordagens protebmicas foram aplicadas com a finalidade de estudar
comparativamente a abundéncia de proteinas entre macréfagos infectados com L. (L.) infantum
e L. (L.) amazonensis: as técnicas de DIGE e TMT. Para o DIGE, foram obtidos extratos
proteicos de macréfagos peritoneais de camundongos Balb/C infectados in vitro com L. (L.)
infantum e L. (L.) amazonensis, bem como de macr6fagos ndo infectados.

Antes da producao dos géis de DIGE, foram confeccionados géis 2-DE em strips de 18
cm, carregados com 600 pg de proteina e corados com Coomassie Brilliant Blue G-250, para
obtengdo do perfil proteico dos trés grupos. Os resultados mostraram que 0s parametros
utilizados na focalizacéo isoelétrica e SDS-PAGE foram eficientes para separar as proteinas em

ambas as dimensdes (Figuras 9, 10 e 11).
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Figura 9 - Perfil proteico de macréfagos infectados com L. (L.) infantum
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Fonte: Elaborada pela autora.
Gel bidimensional confeccionado com strip de 17 cm, pH 4 — 7, SDS-PAGE 12%, carregado com 600 g
de proteinas de macréfagos infectados com L. (L.) infantum, e corados por Coomassie Brilliant Blue G250.
MM: Massa Molecular; kDa: Quilodalton.



Figura 10 - Perfil proteico de macrofagos infectados com L. (L.) amazonensis
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Fonte: Elaborada pela autora.

Gel bidimensional confeccionado com strip de 17 cm, pH 4 — 7, SDS-PAGE 12%, carregado com 600 g
de proteinas de macrofagos infectados com L. (L.) amazonensis, e corados por Coomassie Brilliant Blue

G250. MM: Massa Molecular; kDa: Quilodalton.
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Figura 11 - Perfil proteico de macrofagos néo infectados
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Fonte: Elaborada pela autora.
Gel bidimensional confeccionado com strip de 17 cm, pH 4 — 7, SDS-PAGE 12%, carregado com 600 g
de proteinas de macr6fagos ndo infectados, e corados por Coomassie Brilliant Blue G250. MM: Massa
Molecular; kDa: Quilodalton.

O préximo passo consistiu na avaliagdo das proteinas diferencialmente abundantes
através da técnica de DIGE.

Assim, para selecionar proteinas diferencialmente abundantes entre macr6fagos
infectados com as diferentes espécies de Leishmania, o extrato proteico de cada grupo
experimental foi marcado com fluor6foros, conforme citado anteriormente e, em seguida,
fracionado em strips de 17 cm, pH 4 - 7. Os géis foram digitalizados através do aparelho
Typhoon FLA 9000 (GE Healthcare) e, em sequéncia, as imagens geradas foram importadas
para o software DeCyder v. 7.2 (GE Healthcare). Os spots de cada imagem foram detectados e
quantificados no mddulo DIA e editados manualmente para corre¢ao de inclusfes ou exclusées

indevidas. Apds edicao e refinamento dos parametros, foi observado um total de 1139 spots no
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grupo de macrofagos infectados com L. (L.) infantum, 1137 spots nos macrofagos infectados
com L. (L.) amazonensis e 1280 spots no grupo de macrdfagos nao infectados. A proxima etapa
da analise ocorreu no médulo BVA, no qual foi realizado o match entre as imagens através da
sobreposicdo dos spots em comum entre cada imagem. Ao fim deste processo, foi avaliada a
diferenca de abundancia entre as amostras através dos testes estatisticos T Student e One-Way
ANOVA (p < 0,05) e valor de ratio > 1,5. Na Figura 12 estdo representados spots que
apresentaram diferenca de intensidade estatisticamente significativa entre grupos

experimentais.

Figura 12 - Imagens tridimensionais representativas de spots selecionados com diferenca
de intensidade

Fonte: Elaborada pela autora.

1) Spot marcado em rosa com aumento de intensidade em macréfagos infectados
com L. (L.) infantum (A) em relacdo a macrofagos infectados com L. (L.)
amazonensis (B); 2) Spot marcado em rosa mais intenso em macrdfagos

infectados com L. (L.) infantum (A) em relagdo a macrofagos nao infectados (B).

As andlises revelaram um total de 45 spots com diferencas de intensidade
estatisticamente significativas entre os trés grupos estudados, sendo 22 oriundos da comparac¢ao
entre Mo_Li e Mo_La, 8 entre Mo_Li e Mo_N, e 15 entre Me_La x M¢_NI. No entanto, é
importante observar que houve compartilhamento de spots diferencialmente intensos entre 0s

grupos experimentais. Sendo assim, 11 spots foram detectados em Meo_Li, 11 em Me_Lae 7
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em Mo_NI, totalizando 29 spots a serem identificados. Estes dados estdo demonstrados na
Tabela 5 e nas Figuras 13, 14 e 15.

Tabela 5 - Numero de spots diferencialmente intensos (p < 0,05 e ratio > 1,5) entre os
grupos experimentais

Grupo - . N° de spots com intensidade
experimental Analise comparativa aumentada Total

Mo_Lix Mo_La 11

Meo_Li 15
Meo_Lix Mo_NI 4
Mo_Lax Mo_Li 11

Mo_La 21
Mo_Lax Me_NI 10
Mo NI x M_Li 4

Meo_NI 9
Moe_NIx Mo_La 5

Fonte: Elaborada pela autora.
Me_Li: macrofagos infectados com L. (L.) infantum; Me_La: macréfagos infectados com L. (L.) amazonensis;
Me¢@ NI: macrofagos ndo infectados.
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Figura 13 - Spots com aumento de intensidade em macrdéfagos infectados com
L. (L.) infantum
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Fonte: Elaborada pela autora.

Géis DIGE de 18 cm, pH 4 — 7. Selecdo dos spots mais intensos no grupo M¢_Li em relagdo a Mo _La
(retingulo) e M _NI (tridngulo). As imagens azuis e vermelhas representam a amostra marcada com 0s
fluordforos Cy3 e Cyb5, respectivamente. Cada amostra € marcada trés vezes, alternando-se os corantes. MM:
Massa Molecular; kDa: Quilodalton.
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Figura 14 - Spots com aumento de intensidade em macrdéfagos infectados com
L. (L.) amazonensis
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Fonte: Elaborada pela autora.

Géis DIGE de 18 cm, pH 4 — 7. Selecdo dos spots mais intensos no grupo M¢_La em relagdo a Mo _Li
(retingulo) e Me_NI (tridngulo). As imagens azuis e vermelhas representam a amostra marcada com 0s
fluoréforos Cy3 e Cy5, respectivamente. Cada amostra é marcada trés vezes, alternando-se os corantes. MM:
Massa Molecular; kDa: Quilodalton.
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Figura 15 - Spots com aumento de intensidade em macrofagos nédo infectados
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Fonte: Elaborada pela autora.

Géis DIGE de 18 cm, pH 4 — 7. Selecéo dos spots mais intensos no grupo Me_NI em relagdo a Mo _Li
(retdngulo) e Mo _La (tridngulo). As imagens azuis e vermelhas representam a amostra marcada com os
fluoréforos Cy3 e Cyb5, respectivamente. Cada amostra é marcada trés vezes, alternando-se os corantes. MM:
Massa Molecular; kDa: Quilodalton.

2.3.1 ldentificacdo das proteinas

Do total de 29 spots diferencialmente intensos que foram tratados e submetidos a
identificacdo por espectrometria de massa por MALDI-TOF/TOF, 15 (51,7%) foram
identificados com sucesso, correspondendo a 11 proteinas distintas. Em ambos os grupos de
macrofagos infectados com L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis, seis proteinas foram
identificadas nos 11 spots selecionados. Nenhuma proteina foi identificada dentre os sete spots
mais intensos do grupo de macréfagos ndo infectados, o que foi decorrente da baixa
concentracdo de peptideos na amostra ou score de identificacdo ndo significativo no MASCOT
(Tabela 6).
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Tabela 6 - Proteinas identificadas nos spots diferencialmente intensos

Grupo Identificador ~ . a .
experimental Spot (UNIPROT) Gene Anotacéo funcional Abundancia Ratio
. . | Mo_NI 7,13
i1 P08113 Hsp90bl  Endoplasmin
I Mo _La 6,43
i2 P08113 Hsp90bl Endoplasmin I Mo_La 3,4
i3 P20152 Vim Vimentin 1 Me_La 2,29
. . 1 Mo_NI 11,36
i5 P08113 Hsp90bl  Endoplasmin
I Mo_La 6,82
1T Meo_Li i6 P08113 Hsp90bl  Endoplasmin 1 Mo_La 2,92
i7 P27773 Pdia3 Protein disulfide-isomerase | M¢_La 1,71
. . . 1 Moe_NI 1,77
i9 P60710 Actb Actin, cytoplasmic
1 Mo_La 2,02
- i Meo_NI 11,71
i10 P24452 Capg Macr_ophage capping I Mo_
protein I Mo_La 6,86
i11 070370 Ctss Cathepsin S 1 Mo_La 1,65
ic reti Mo NI 2,99
al 20029 Hspa5 Endoplasmic reticulum | Mo_ _
chaperone BiP 1 Mo_Li 2,64
i - ifi Mo NI 2,15
a5 QID1A Cndp2 Cytosolic non-specific | Mo_ .
dipeptidase 1 Mo_Li 2,16
) | Mo_NI 1,91
a6 P18242 Ctsd Cathepsin D -
| Mo_Li 2,14
Mo L P60710 Actb Actin, cytoplasmic 1 1 Mo_NI 3,21
a
T Mo_ a7 P63260 Actgl  Actin, cytoplasmic 2 | Mo, Li 3,16
Q8BFz3 Actbl2 Beta-actin-like protein 2
P60710 Actb Actin, cytoplasmic 1 | Mo_NI 2,97
a8 P63260 Actgl Actin, cytoplasmic 2 | Mo_Li 2,85
Q8BFz3 Actbl2 Beta-actin-like protein 2
29 P60710 Actb Actin, cytoplasmic 1 | Mo_NI 4,24
P63260 Actgl Actin, cytoplasmic 2 | Mo_Li 3,78

Fonte: Elaborada pela autora.
Me_Li: macréfagos infectados com L. (L.) infantum; Me_La: macréfagos infectados com L. (L.) amazonensis;
Me_NI: macréfagos ndo infectados; 1: intensidade aumentada; |: intensidade diminuida.

2.4 Tandem Mass Tag (TMT)

Além da técnica de DIGE, a marcacgdo dos peptideos por TMT seguida de LC-MS/MS
também foi aplicada para comparar proteinas de macrofagos diferencialmente abundantes em
resposta a infecgédo por L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis.

A abordagem livre de gel e com marcagéo por isobaros adotada permitiu a identificacao

e quantificagdo de um total de 5.939 proteinas ndo redundantes de Mus musculus. Para melhor
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visualizar a variacdo de intensidade das mesmas entre Mo _Li, Mo Lae Mg NI, foi construido
um agrupamento hierarquico representado na Figura 16. E possivel notar que as proteinas

formaram agrupamentos distintos entre os trés grupos experimentais.

Figura 16 - Heatmap das proteinas identificadas nos 3 grupos experimentais
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Fonte: Elaborada pela autora.
Os valores foram obtidos pelo calculo da média das intensidades das quatro replicatas de cada grupo
experimental. Me_Li: macréfagos infectados com L. (L.) infantum; Me_La: macréfagos infectados com L. (L.)
amazonensis; Me_NI: macréfagos ndo infectados.

A fim de avaliar as alteracdes significativas na abundéncia das proteinas, os valores de
intensidade relativa das mesmas foram comparados entre os grupos experimentais. Desta forma,
410 proteinas foram consideradas reguladas (p < 0,05) entre os grupos M¢ Li e M@ NI, sendo
236 delas mais abundantes em M¢ Li e 174 menos abundantes (Figura 17A). Quando
comparado ao grupo controle (Mg NI), 0 numero de proteinas aumentadas e diminuidas em
Mo La foi de 188 e 245, respectivamente, totalizando 433 proteinas reguladas (Figura 17B).
Subsequentemente, foi realizada uma analise de sobreposicao entre as proteinas mais e menos
abundantes em M@ _Li e Mo La. Das 410 e 433 proteinas reguladas em Mo Li e Mo La,
respectivamente, foram observadas 97 reguladas positivamente em macrofagos infectados pelas
duas espécies, enquanto 73 proteinas apresentaram regulacdo negativa. Com relacdo a resposta
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frente a infeccdo por cada umas destas espécies, foi visto que a infec¢do por L. (L.) infantum
resultou no aumento de 139 proteinas e na diminuigdo de 101. Em contrapartida, 91 proteinas
mostraram-se mais abundantes em macrofagos infectados por L. (L.) amazonensis, enquanto

172 tiveram abundancia diminuida (Figura 17C e D).

Figura 17 - Volcano plot e diagrama de Venn das proteinas reguladas
A) Md_Lix M _NI B) Mdb_Lax M _NI
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Fonte: Elaborada pela autora.

Volcano plot das proteinas com alterac@es estatisticamente significativas (p < 0,05) na abundancia em Mo _Li
(A) e Me_La (B) com relagdo a Mo _NI. Os valores de p foram determinados utilizando o teste ANOVA a partir
das 4 replicatas bioldgicas. Valores negativos de fold change representam proteinas reguladas negativamente,
enquanto valores positivos indicam proteinas reguladas positivamente. As proteinas com aumento (C) e
diminuigdo (D) de abundancia em M¢_Li e Me_La foram sobrepostas para identificagdo de proteinas
compartilhadas ou exclusivas entre macrofagos infectados por ambas as espécies.
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2.4.1 Analise de Ontologia Génica (GO) e vias do KEGG

As proteinas exclusivamente reguladas em Mg Li e M¢ La, bem como as proteinas
reguladas em ambos os grupos foram submetidas a analise de GO para avaliar seu envolvimento
em processos bioldgicos e funges moleculares.

Um perfil de enriquecimento de GO distinto foi observado na andlise das 170 proteinas
reguladas e compartilhadas entre Mo Li e Me_ La. Enquanto as 97 proteinas mais abundantes
estavam envolvidas com trimetilacdo de histona H3-K27, trimetilacdo de histona H3-K4,
posicionamento de nucleossomo e regulacdo de transcricdo do promotor da RNA polimerase
I1, os termos associados as 73 proteinas menos abundantes estavam relacionados ao processo
catabolico de lipideos, regulacdo negativa de morte celular, resposta a ions de célcio, via de
sinalizacdo Notch e endocitose mediada por receptor. As proteinas reguladas positivamente
foram representadas, principalmente, pelas funcdes de ligacdo a cromatina e a proteinas, e
aquelas com regulacdo negativa foram relacionadas mais significativamente a atividade de
ligacdo a ions de calcio (Figura 18).

A analise das 240 proteinas reguladas exclusivamente em Me Li mostrou um
agrupamento distinto entre as proteinas mais e menos abundantes. Transporte de endossomo
para melanossomo, desmetilacdo de DNA, desenvolvimento dendritico espinal e resposta
imune adaptativa estavam entre 0s principais processos bioldgicos das 139 proteinas
aumentadas em M¢_Li. Em contrapartida, os processos biologicos encontrados nas 101
proteinas diminuidas estavam mais associados a secrecdo pela célula, regulacdo negativa do
processo apoptoticos de leucocitos, regulacdo negativa de fosforilacdo e processo apoptético.
Quanto as fun¢des moleculares, atividade carreadora de elétrons, atividade de tirosina fosfatase
ndo abrangente a membrana e atividade catalitica se destacaram entre as proteinas mais
abundantes de M¢_Li, enquanto ligacdo a receptor nuclear ligante-dependente, atividade de
regulador de éxido nitrico sintase e ligacdo a NAD foram as funcdes enriquecidas entre as
proteinas menos abundantes (Figura 19).

Quanto a andlise das proteinas exclusivamente reguladas em M¢ La, as 91 proteinas
mais abundantes estavam envolvidas, principalmente, na regulacdo do processo catabdlico
glicogénio, regulacdo positiva da via de sinalizagdo de receptor de insulina e regulagéo do
processo biosintético de glicogénio. J& as 172 proteinas com abundancia diminuida neste
mesmo grupo estavam associadas, sobretudo, a regulacdo de exocitose de neurotransmissor
dependente de ions de calcio, processo catabolico de cAMP, sinalizagdo ativada por
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angiotensina e producdo de IL-1p. Também foi observado que transportador de fosfolipidio,

ATPase e proteina serina/tirosina fosfatase se encontravam entre as atividades mais

significativamente enriquecidas das proteinas com regulacdo positiva. Considerando as

proteinas reguladas negativamente, as fungdes de atividade de hidrolase fosforico diéster,

atividade de ativador de peptidase envolvido no processo apoptético e ligacdo de

fosfatidilinositol foram as mais significativas (Figura 20).

Figura 18 - Enriquecimento de GO das proteinas reguladas e compartilhadas em M¢_Li
eMo La
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Processos bioldgicos e fungGes moleculares mais significativos (p < 0,05) com as quais as 97 proteinas mais
abundantes (vermelho) e as 73 menos abundantes (azul) estavam envolvidas. Vias mais enriquecidas sdo

representadas por menores valores de p. A analise foi realizada utilizando como referéncia as 5.939 proteinas
identificadas.
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Figura 19 - Enriquecimento de GO das proteinas reguladas em M¢_Li

-log10 (Fisher's exact test)
0.5 1 15 2 25 3 35 4

+ + 4 1 1

o

endosome to melanosome transport
DNA demethylation

dendritic spine development

adaptive immune response

S-adenosylmethionine cycle ™ Mo _Li

positive reg. of endop. ret. stress-induced intrinsic apop. signaling pathway
cellular response to organic cyclic compound

metabolic process

intracellular protein transport _

secretion by cell

PROCESSO BIOLOGICO

negative regulation of leukocyte apoptotic process

I Mo_Li

negative regulation of phosphorylation

apoptotic process

electron carrier activity
non-membrane spanning protein tyrosine phosphatase activity
catalytic activity
flavin adenine dinucleotide binding T M_Li
oxidoreductase activity |
——

protein heterodimerization activity

ligand-dependent nuclear receptor binding

FUNGAO MOLECULAR

nitric-oxide synthase regulator activity + Md_Li
NAD binding

Fonte: Elaborada pela autora.

Processos bioldgicos e fungdes moleculares mais significativos (p < 0,05) com as quais as 139 proteinas mais
abundantes (vermelho) e as 101 menos abundantes (azul) de Mg _Li estavam envolvidas. Vias mais
enriquecidas sdo representadas por menores valores de p. A analise foi realizada utilizando como referéncia as
5.939 proteinas identificadas.
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Figura 20 - Enriquecimento de GO das proteinas reguladas em Mg La
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Processos bioldgicos e fungdes moleculares mais significativos (p < 0,05) com as quais as 91 proteinas mais
abundantes (vermelho) e as 172 menos abundantes (azul) de Mo _La estavam envolvidas. Vias mais
enriquecidas sdo representadas por menores valores de p. A andlise foi realizada utilizando como referéncia as
5.939 proteinas identificadas.
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A ferramenta KEGG foi aplicada na busca da identificagdo das vias mais relevantes
associadas as proteinas reguladas nos macréfagos infectados com as diferentes espécies de
Leishmania. Em se tratando das proteinas reguladas simultaneamente entre M Li ¢ Mo La
(Figura 21A), a analise mostrou o enriquecimento de vias somente entre as menos abundantes.
Um total de 11 vias foram identificadas como significativas, destacando-se ciclo celular (Figura
22), sinalizacéo de glucagon, sinapses glutamatérgicas e ativacdo de plaquetas. Como mostrado
na Figura 21B, as proteinas mais abundantes de M Li participam da via de sinalizacdo Ras
(Figura 23) e da orientacdo de ax6nio, a0 passo que as proteinas menos abundantes estdo
envolvidas unicamente com a biossintese de antibioticos. A analise das vias das proteinas
reguladas em Mo _La (Figura 21C) identificou o envolvimento das proteinas aumentadas com
a ativacao de plaquetas. Por sua vez, as proteinas reguladas negativamente participam da

fosforilacdo oxidativa, do metabolismo de acido araquiddnico e fagossomo (Figura 24).
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Figura 21 - Analise de enriquecimento de vias nas proteinas reguladas entre os grupos
experimentais
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Vias mais significativas (p < 0,05) geradas pela ferramenta KEGG com as quais as proteinas reguladas
positivamente (vermelho) e negativamente (azul) estdo envolvidas. Quanto menor o valor de p, mais
enriguecida a via. A anélise foi realizada utilizando como referéncia as 5.939 proteinas identificadas.
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Figura 22 - Via do Ciclo Celular enriquecida na analise pelo KEGG das proteinas com
abundéancia diminuida em macrofagos infectados com L. (L.) infantume L. (L.)
amazonensis
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Fonte: DAVID e KEGG
As proteinas destacadas (estrela vermelha) estdo reguladas negativamente em Mo Lie Mo La.
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Figura 23 - Via de Sinalizacdo Ras enriquecida na analise pelo KEGG das proteinas com
maior abundéncia em macrdéfagos infectados com L. (L.) infantum
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Fonte: DAVID e KEGG
As proteinas destacadas (estrela vermelha) estdo reguladas positivamente em Mg _Li.
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Figura 24 - Via Fagossomo enriquecida na analise pelo KEGG das proteinas com menor

abundéancia em macrdfagos infectados com L. (L.) amazonensis
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As proteinas destacadas (estrela vermelha) estdo reguladas negativamente em Mo _La.
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3 DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou quantitativamente a abundancia de proteinas de macréfagos
peritoneais de camundongos Balb/C apds 72 horas de infeccao in vitro por L. (L.) infantum e L.
(L.) amazonensis, individualmente. Utilizando DIGE, uma média de 1.185 spots foram
detectados, dos quais 29 (2,4%) foram selecionados como diferencialmente intensos. Um total
de 11 diferentes proteinas foram identificadas em 15 dos 29 spots diferencialmente intensos em
macrofagos infectados por ambas as espéecies. Em contrapartida, utilizando marcacdo de
peptideos com etiquetas isobaricas seguida de identificacdo por LC-MS/MS, um total de 5.939
proteinas foram quantificadas, das quais 673 (11,3%) estavam reguladas. Este resultado
demonstra a menor sensibilidade da técnica DIGE. No entanto, a analise de proteinas utilizando
a eletroforese em gel bidimensional possibilita 0 conhecimento de massa, ponto isoelétrico e
possiveis modificacBes pos-traducionais das mesmas. No entanto, uma das limitacdes desta
abordagem € a falha na deteccdo de proteinas pouco abundantes, de alto ou baixo peso
molecular, bem como de proteinas muito &cidas ou basicas (ABDALLAH et al., 2012). Ja a
quantificacdo de proteinas utilizando marcacdo de peptideos com etiquetas isobéricas e
identificacdo por LC-MS/MS é uma abordagem que ndo se baseia em gel e apresenta maior
sensibilidade. As etapas de separacdo e identificacdo das proteinas ocorrem de forma acoplada,
conferindo maior automacdo ao processo, e maior nimero de amostras podem ser analisados
ao mesmo tempo (ABDALLAH et al., 2012).

Todas as proteinas identificadas nos spots mais intensos em M¢_Li foram identificadas
na analise de TMT, porém somente a proteina endoplasmina estava regulada nesta tltima. Além
disso, endoplasmina se mostrou simultaneamente diminuida em Mg Li e M@ La analisados
por TMT. Por outro lado, dentre as seis proteinas identificadas nos spots com maior intensidade
em M@ La, duas delas nao foram identificadas utilizando a abordagem gel free, sendo elas
catepsina D (Ctsd) e actina citoplasmatica 2 (Actgl). Foi observado que, apesar de a técnica de
TMT ser mais sensivel que a de DIGE, houve complementariedade entre as duas abordagens,
como ja relatado por outros autores (FIALHO JR, 2017; SINCLAIR et al., 2011; WESTMAN;
TAHERZADEH; FRANZEN, 2012). J4 a aparente contradicio de regulagdo, a exemplo da
endoplasmina, em que uma técnica mostrou regulacdo positiva e a outra regulacdo negativa,
pode ser explicada pelo fato de que no DIGE as proteinas estdo fracionadas de acordo com pl

e MM, o que permite a separagéo de isoformas.
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A endoplasmina é uma importante proteina associada a resposta imune inata e foi
identificada em quatro spots que apresentaram aumento de intensidade no grupo M¢_Li quando
comparado a M@ Lae Mg NI. Também chamada de Hsp90b1 ou gp96, a endoplasmina ¢ uma
chaperona do reticulo endoplasmatico com papel crucial no dobramento e funcéo de receptores
do tipo Toll (TLRs), os quais reconhecem estruturas moleculares associadas a microorganismos
e controlam a ativagéo de fatores de transcri¢do, iniciando a resposta imune. Randow e Seed
(2001) mostraram que a expressao de TR1, TLR2 e TLR4 na superficie das células é dependente
de gp96, uma vez que celulas deficientes em gp96 retém estes receptores intracelularmente. A
associacao entre gp96 e TLRs também foi estudada por Yang et al. (2007), em que macréfagos
de camundongos knockout para gp96 perdem a capacidade de responder a estimulos da resposta
imune inata pela deficiéncia na funcdo de TLR2, TLR4, TLR5, TLR7 e TLR9. Além disso,
guando submetidos a infeccdo pela bactéria Listeria monocytogenes, os animais exibiram maior
suscetibilidade se comparados ao grupo controle.

Com relacdo aos resultados de Mo La, trés diferentes actinas foram identificadas em
spots mais intensos neste grupo experimental, sendo elas: actin, cytoplasmic 1 (Actb), actin,
cytoplasmic 2 (Actgl) e beta-actin-like protein 2 (Actbl2). Actinas sdo proteinas muito
conservadas e que estdo envolvidas em varios tipos de motilidade celular. As identificadas na
analise de DIGE deste trabalho pertencem aos grupos B (Actb e Actbl2) e y (Actgl), as quais
sdo sintetizadas por células ndo musculares nos mamiferos e compdem o citoesqueleto,
mediando a motilidade celular interna (ERBA et al., 1988). A y-actina encontra-se no estado
monomeérico e pode ser polimerizada em filamentos como a F-actina. Esses filamentos estdo
relacionados com a contracao, endocitose, locomocéo celular, adesdo ao substrato e transporte
de organelas. Na infeccdo por Leishmania, o citoesqueleto formado por F-actina contribui para
a formacéo do vacuolo no macréfago, e também como barreira que impede a fusdo do vacutolo
parasitéforo com o lisossomo. Entretanto, este processo ndo foi observado em vacuolos
contendo L. (L.) amazonensis (COURRET et al., 2002), os quais sdo grandes e abrigam
numerosas amastigotas (ANTOINE et al., 1998). Os dados experimentais aqui apresentados
ndo permitem especular que o aumento de actina nos macrofagos esteja associado com aumento
da motilidade da célula ou nUmero de amastigotas por célula.

A analise de TMT mostrou que 170 proteinas sdo concomitantemente reguladas em
macrofagos infectados tanto por L. (L.) infantum quanto por L. (L.) amazonensis. Em
contrapartida, 240 proteinas sdo exclusivamente reguladas em macrofagos infectados por L.
(L.) infantum, enquanto 273 proteinas sdo alteradas somente na infeccdo por L. (L.)
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amazonensis (Figura 17C e D). As analises de enriquecimento realizadas utilizando cada um
destes grupos de proteinas revelaram que processos bioldgicos, fungdes moleculares e vias sdo

modulados de maneira distinta nos macréfagos dependendo da espécie em questao.

3.1 Mecanismos epigenéticos

Alteracdes epigenéticas se destacaram entre 0s processos e fun¢es mais significativos
entre as proteinas com abundancia aumentada em macrofagos infectados pelas duas espécies
de Leishmania deste estudo, tendo sido mais representativo em L. (L.) infantum. O termo
epigenética refere-se a processos que alteram a expressao génica sem envolver mudancas na
sequéncia de DNA. Estas mudancas podem ser transmitidas a linhagens de células sucessoras,
podendo, também, ser reversiveis. A regulacdo génica € controlada por diversos mecanismos
epigenéticos, como metilacdo do DNA, modifica¢bes pos-traducionais (MPTs) de histonas
(fosforilacéo, acetilagdo e metilagdo), remodelamento de cromatina e através de RNAs ndo
codificantes (ncRNA) (MONERRI; KIM, 2014). Proteinas aumentadas simultaneamente na
infeccdo por L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis estavam associadas a trimetilacédo da lisina
K27 da histona H3, posicionamento de nucleossomo, trimetilagéo da lisina K4 da histona H3,
montagem de nucleossomo e ligagdo ao DNA da cromatina (Figura 18). Enquanto isso, a
desmetilacdo do DNA foi um processo que se destacou na analise das proteinas reguladas
positivamente em células infectadas por L. (L.) infantum (Figura 19).

Diversos patogenos intracelulares desenvolveram estratégias para induzir alteracdes
epigenéticas na célula hospedeira, gerando um ambiente favoravel para sua multiplicacdo e
persisténcia e, assim, promovendo sua prépria sobrevivéncia (MCMASTER; MORRISON;
KOBOR, 2016). Grande parte dos trabalhos disponiveis na literatura sdo direcionados a
alteracdes na célula hospedeira induzidas pela infeccdo por virus e bactérias (GARCIA-
GARCIA et al., 2009; PION et al., 2013; WANG et al., 2005; ZHANG et al., 2016). Contudo,
alguns trabalhos investigam a participacdo de leveduras de importancia médica e protozoarios
na modificacdo de histonas do hospedeiro. Leopold Wager et al. (2018) mostraram que a
inibicdo do complexo enzimatico que promove a trimetilagcdo de H3K4 levou a diminuigéo da
producéo de citosinas pro-inflamatorias (IL-2, IFN-y e TNF-a) por macréfagos esplénicos de
murinos que receberam segundo desafio apds imunizagdo prévia contra a Cryptococcus
neoformans. Neste mesmo trabalho, a adi¢do do inibidor de trimetilagéo da lisina 27 da histona
3 (H3K27) também teve como consequéncia a diminuicdo destas mesmas citocinas. A
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trimetilacdo da lisina 4 da histona 3 (H3K4me3) esta frequentemente associada com a ativacao
da transcricdo génica em macrofagos, ao passo que a trimetilacdo de H3K27 (H3K27me3)
geralmente se relaciona a regulacdo negativa da transcricdo por compactacao da estrutura da
cromatina (FRANCIS; KINGSTON; WOODCOCK, 2004). Assim, 0s autores sugerem um
papel indireto para H3K27me3 na producdo de citocinas pelos macréfagos.

Trabalhos que investigam a indugcdo de mecanismos epigenéticos na célula hospedeira
pela infeccdo por protozoarios se concentram em organismos do filo Apicomplexa. Toxoplasma
gondii, por exemplo, induz a imunossupressao em macréfagos murinos atraves da desacetilacédo
de histonas, dificultando a ligacéo de fatores de transcrigéo de genes induzidos por IFN-y. Desta
forma, a célula se torna incapaz de responder ao estimulo por IFN-y, que é a principal citocina
controladora da replicacdo do parasito (LANG, C. et al., 2012). Outro estudo interessante
apontou que a infeccdo por T. gondii reduz a metilagdo do promotor de arginina vasopressina
no cérebro de ratos Winstar, aumentando a transcricdo do gene. Segundo os autores, esta
alteracé@o pode explicar a mudanga de comportamento em ratos infectados por este parasito, 0s
quais passam a ter menor aversdo ao odor de gatos, podendo ser inclusive atraidos pelos
mesmos (HARI DASS; VYAS, 2014). Marr et al. (2014) demonstraram pela primeira vez que
a infeccdo por Leishmania leva a modificacGes epigenéticas no genoma da célula hospedeira.
Infectando macr6fagos THP-1 com L. (L.) donovani, notaram a ocorréncia de alteracdes no
padrdo de metilacdo de sitios de CpG no DNA da célula, o que levou a mudancas no padrao de
expressao de genes que facilitam a replicacdo e sobrevivéncia do parasito. Os autores
selecionaram cinco genes que mostraram variacdes no padrdo de metilacdo de CpG entre
macrofagos infectados e nao infectados (LARS2, ADPRHHL1, HDAC4, CDC42EP3 e IRAK?2)
e a expressao de quatro destes genes foi inversamente correlacionada com a metilagédo do DNA,
significando que a desmetilacdo ativou a transcricdo génica. No presente trabalho, a
desmetilacdo de DNA foi um processo observado entre as proteinas aumentadas no grupo de
macrofagos infectados por L. (L.) infantum (Figura 19). Considerando o que foi exposto, a
infeccdo por Leishmania parece afetar a resposta do macréfago ao promover alteracdes
epigenéticas que ativam ou inibem a transcri¢do de genes por diferentes mecanismos. Algumas
modificagdes podem ser resultantes da infecg¢do por si, enquanto outras podem ser induzidas
por determinadas espécies do parasito.

Analisando as proteinas envolvidas nos termos de GO enriquecidos relacionados a
epigenética, a classe de histonas H1 foi super-representada. Histonas H1 sdo parte do
nucleossomo, unidade estrutural da cromatina que inclui um octdmero das histonas H2A, H2B,
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H3 e H4, o qual é circundado por DNA de aproximadamente 147 pb, uma histona ligante (H1)
e DNA ligante cujo tamanho varia de 20 — 60 pb. Histonas ligantes facilitam o empacotamento
dos nucleossomos em estruturas mais compactas e estabilizam o complexo. Além disso, elas
compdem a classe mais diversa de histonas, havendo 11 diferentes isoformas em células de
mamiferos. As identificadas neste trabalho constituem variantes somaticas especificas da fase
S do ciclo celular, sendo expressas em todas as células e tecidos (KALASHNIKOVA; ROGGE;
HANSEN, 2016; YE et al., 2017). Histonas H1 ndo tém sido estudadas muito profundamente,
mas seu papel na regulacédo epigenética, regulacdo da replicacdo de DNA, reparo de DNA e
estabilidade do genoma tem sido descrito. Foi observada a deplecdo de H1 em regides
promotoras de genes ativamente transcritos, ricas em H3K4, ao passo que a presenca de H1 €
vista aumentada em dominios de cromatina silenciados, onde se encontram marcadores de
repressao, como H3K27 (FYODOROQV et al., 2018).

3.2 Resposta imune na infecc¢éo por L. (L.) infantum

A resposta imune adaptativa se mostrou enriquecida na analise das proteinas mais
abundantes de macrdfagos infectados com L. (L.) infantum (Figura 19). Dentre as proteinas
envolvidas neste processo, encontra-se a proteina TAP1, que participa da via citosélica de
apresentacdo de antigenos através de MHC-I. Juntamente com a TAP2, TAP1 forma o
heterodimero TAP, o qual realiza o transporte de peptideos processados no proteassoma até o
reticulo endoplasmatico para serem entregues as moléculas de MHC-I. Estas se deslocam para
a membrana plasmatica do macréfago para apresentacdo do antigeno a linfocitos T CD8+.
Uma proteina de grande importancia no processo € a peptidase Erapl, também aumentada em
Meo_Li, a qual apara os peptideos até que fiqguem no tamanho adequado para se acoplarem a
MHC-I (BLUM; WEARSCH; CRESSWELL, 2013). O envolvimento de linfécitos T CD8" ja
foi relatado em infec¢Bes murinas por Leishmania, o que € intrigante. A ativacdo desta linhagem
celular implica na ligagcdo de MHC-1 com antigenos do parasito, porém esta molécula se associa
a antigenos citosolicos, e ndo exdgenos, como € o caso de Leishmania. A forma como antigenos
do parasito encontram as moléculas de MHC-I ainda ndo esta clara. Lang et al. (1994)
sugeriram que moléculas de MHC classe | poderiam alcancar o vacuolo parasitoforo onde
amastigotas estariam sendo processadas, mas o0s resultados encontrados no estudo nao

confirmaram esta hipdtese. Rittig e Bogdan (2000) acreditam que formas promastigotas e
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amastigotas de Leishmania podem ser encontradas no citosol da célula hospedeira, o que
poderia sugerir processamento pela via citossélica de apresentacdo antigénica.

3.3 Inibicdo da apoptose e inflamacgéo

A apoptose consiste na autodigestdo controlada da célula pela ativacdo de proteases
enddgenas e tem como principal funcéo a preservacdo da homeostase, mantendo o equilibrio
entre proliferacdo e morte celular. Nao somente, este processo atua como um mecanismo de
defesa da célula contra a infeccdo por agentes infecciosos, resultando na eliminagdo de ambos
(VAUX; HAECKER; STRASSER, 1994). Patdgenos intracelulares desenvolveram estratégias
para contrapor o processo de apoptose da célula hospedeira, permitindo maior tempo para
replicacdo (HEUSSLER; KUENZI; ROTTENBERG, 2001). A resisténcia de macréfagos de
diversas linhagens de camundongos a apoptose frente a infec¢do por diferentes espécies de
Leishmania ja foi relatada por numerosas investigacfes (AGA et al., 2002; AKARID et al.,
2004; LISl et al., 2005; RUHLAND; LEAL; KIMA, 2007). Da mesma maneira, 0s resultados
aqui encontrados sugerem que a infeccdo por L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis inibe o
processo apoptoético nos macréfagos.

A anélise de enriquecimento de GO mostrou a participacdo da proteina Fas (tumor
necrosis factor receptor superfamily member 6) nos processos de regulacdo do processo
apoptotico e resposta inflamatdria, assim como na funcéo ligacao de proteina idéntica (identical
protein biding) (Figura 20). A diminuicdo da abundancia desta proteina foi observada
exclusivamente em macréfagos infectados com a espécie L. (L.) amazonensis. Fas € membro
da familia de receptores de fator de necrose tumoral localizado na superficie de células imunes
e ndo imunes e participa da via extrinseca da apoptose (SUDA et al., 1993). Este processo é
iniciado pela ligacdo de Fas com seu ligante FasL, seguido pela acdo de caspases que
desencadeiam uma cascata de reacBes que levam a fragmentacdo do DNA da célula
(KAVURMA; KHACHIGIAN, 2003). Huang et al. (1998) mostraram que, quando comparados
a camundongos selvagens, camundongos que ndo expressam o gene Fas (MRP/Ipr) sdo
incapazes de controlar a infecgdo por L. (L.) major, ainda que ocorra a producdo de IL-12,
desenvolvimento de resposta Th1l e maior sintese de NO. Conforme os autores, macrofagos de
MRP/Ipr infectados pelo parasito mostram pouca ou nenhuma apoptose quando incubados com
anticorpo anti-Fas. Um estudo posterior, no entanto, detectou que macréfagos esplénicos
humanos infectados in vitro com L. (L.) donovani expressam mais Fas em sua superficie quando
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comparados a macrofagos ndo infectados. Este foi um resultado interessante visto que linfocitos
T ativados expressam FasL em sua superficie e podem se ligar aos macréfagos por meio de Fas,
induzindo, assim a eliminacdo destes. No entanto, no curso natural da LV ndo ha cura
espontanea e as células infectadas pelo parasito tendem a nao ser eliminadas (EIDSMO et al.,
2002).

Uma segunda proteina com abundancia diminuida em macrofagos infectados por L. (L.)
amazonensis e que estava envolvida com producdo de IL-1p, resposta imune inata e resposta
inflamatdria (Figura 20) foi a proteina adaptadora Pycard (apoptosis-associated speck-like
protein containing a CARD), também chamada de Asc. Juntamente com receptores NLRs,
Pycard compde os complexos proteicos denominados inflamassomas, implicados no sistema
imune inato. Quando o complexo NIrp3-Pycard é formado, ocorre a ativacdo da Caspase-1 que,
por sua vez, promove a clivagem das citocinas pré-inflamatorias da familia IL-1 nas suas
formas bio-ativas: IL-1p e IL-18 (MARTINON; MAYOR; TSCHOPP, 2009). O estudo de
Lima-Junior et al. (2013) confirma o papel desta proteina na modulagéo e inibigdo da ativacdo
do inflamassoma em macréfagos de camundongos C57BL/6 infectados por L. (L.)
amazonensis. Ao infectar macrofagos in vitro com esta espécie, os autores demonstraram a
ocorréncia da ativacdo de Caspase 1 e secrecdo de IL-1P, o que nao aconteceu na infeccao de
macrdfagos obtidos de camundongos Pycard’- e Casp1™. Nestes Giltimos casos, as células foram
suscetiveis ao parasito. Os mesmos resultados foram observados ao avaliar a infeccéo in vivo,
uma vez que o tamanho das lesGes e a carga parasitaria foram mais elevadas em animais Pycard
I e Caspl™.

Myd88 (Myeloid differentiation primary response protein Myd88) é outra interessante
proteina que se mostrou regulada negativamente em macréfagos infectados por L. (L.)
amazonensis e que esta associada a resposta inflamatoria e resposta imune inata (Figura 20).
Myd88 é uma proteina adaptadora com papel central na via inflamatéria, visto que promove a
ligacdo de receptores IL-1R ou do tipo Toll (TLRs - Toll Like Receptors), presentes na
superficie dos macrofagos, com proteinas quinases associadas a IL-1R. Como consequéncia,
ocorre ativagdo de NFxB e producdo de citocinas como IL-1 e IL-18, importantes no
desenvolvimento da resposta Thl (DEGUINE; BARTON, 2014; TUON et al., 2008). A
importancia desta proteina na via de sinalizacdo da qual participa na infeccdo por Leishmania
pode ser constatada através das investigacdes de Debus et al. (2003) e Veer et al. (2003) , nos
quais camundongos deficientes de Myd88 se mostraram altamente suscetiveis a L. (L.) major,
ocorrendo polarizagdo da resposta imune para o perfil Th2 dependente de I1L-4. Macrdfagos de
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camundongos Myd88”- também n&o resistem & infeccio por L. (L.) amazonensis e na infecgio
in vivo 0os animais exibem lesdes e carga parasitaria maiores que as que de camundongos
C56BL/6 controle (LIMA-JUNIOR et al., 2013).

Os resultados encontrados parecem estar em concordancia com o que se conhece sobre
a linhagem de camundongos utilizada nos experimentos deste trabalho. Balb/C é reconhecida
pela alta suscetibilidade a infeccdo por L. amazonensis, desenvolvendo uma resposta imune
predominantemente do tipo Th2. Nestes animais, a doenca progride para uma fase crénica,
ocorrendo a disseminagio do parasito (AFONSO; SCOTT, 1993; LOEUILLET; BANULS;
HIDE, 2016; ROLAO; MELO; CAMPINO, 2004). Em contrapartida, camundongos da
linhagem Balb/C sdo capazes de controlar a doenca visceral causada por L. (L.) infantum,
embora nem sempre o parasito seja completamente eliminado. Nestes animais é observado o
desenvolvimento de imunidade 6rgéo-especifica, visto que no figado, por exemplo, o parasito
multiplica-se rapidamente nos momentos iniciais da infec¢do, mas é eliminado por mecanismos
da resposta Th1l. Em contrapartida, Leishmania pode persistir por longo tempo no bago, mas
sua replicacio é mantida sob controle (ROLAO et al., 2007; WILSON et al., 1996).

3.4 Ciclo celular

Na andlise do KEGG das proteinas reguladas simultaneamente em macr6fagos
infectados por L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis, somente as proteinas que apresentaram
abundancia reduzida em ambos os grupos estavam envolvidas com vias enriquecidas (Figura
21). Ciclo celular foi a via com enriquecimento mais significativo e cinco proteinas estavam
associadas a ela: Ep300 (E1A binding protein p300), Smad4 (SMAD family member 4),
Anapcl3 (anaphase promoting complex subunit 13), Cdké (cyclin-dependent kinase 6) e Mcm6
(minichromosome maintenance complex component 6) (Figura 22). Cdke6 ativa o ciclo celular
ao interagir com ciclinas, no inicio da fase G1 do ciclo. A formacgdo do complexo leva a uma
cascata de eventos que culmina na ativacdo da transcricdo de genes necessarios para a
replicacédo do DNA (GROSSEL,; HINDS, 2006). Ep300 participa de diversos eventos celulares,
incluindo regulacdo do ciclo celular, sintese de DNA e diferenciagédo celular. Ela atua como
molécula co-ativadora da transcricdo, sendo crucial na ativacdo e regulacdo do fator de
transcricdo nuclear p53, o qual tem funcdo pré-apoptotica (GROSSMAN, 2001; OZAKI;
NAKAGAWARA, 2011). Smad4 pertence a uma familia de proteinas transdutoras de sinal que
sdo fosforiladas e ativadas por quinases transmembrana em resposta a sinalizacdo de TGF-p. A
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via de sinalizacdo TGF-B/Smad4 é responsavel por diversos processos celulares, tais como
proliferacédo, diferenciagdo, apoptose e migracdo (ZHAO; MISHRA; DENG, 2018). Mcm6 é
uma helicase essencial para a iniciacdo da replicacdo do DNA, pois atua abrindo a estrutura de
dupla hélice no ponto de origem da replicacdo (UZCANGA et al., 2017). Por fim, a Anapcl3
€ uma subunidade de um complexo de ubiquitina ligase que catalisa a ubiquitinacdo de
reguladores do ciclo celular, marcando-os para protedlise pelo proteassoma. Assim, esta
proteina regula a progressao do ciclo celular (SCHWICKART et al., 2004).

Os indicios encontrados neste trabalho levam a acreditar que a infeccdo por ambas as
espécies de Leishmania aqui estudadas influenciam o ciclo celular da célula hospedeira,
retardando-o. Aumentando a sobrevida da célula o parasito tem mais tempo para se multiplicar

em seu interior.

3.5 Via de sinalizacao Ras

A via Ras € uma essencial cascata de transducéo de sinal do ambiente extracelular para
o nucleo da célula, onde genes especificos sdo ativados para regulacdo de numerosos processos,
tais como adesdo celular, progressao do ciclo celular, migracdo e sobrevivéncia da célula,
diferenciacdo, metabolismo, proliferacdo e transcricdo (MOLINA; ADJEI, 2006). Na analise
de enriquecimento de vias pelo KEGG, esta via se mostrou significativamente enriquecida entre
as proteinas exclusivamente mais abundantes em Me_Li (Figura 21), contando com o
envolvimento das seguintes proteinas: Bcl211, Brap, Mapk3, Nfkb1, Pak2 e Pak3 (Figura 23).
Mapk3, também chamada de Erk1 participa da cascata de eventos que ocorre apos ativacdo da
proteina Ras na membrana plasmética. Quando ativada, ela promove fosforilacdo de diversos
substratos no citoplasma e nicleo da célula, incluindo fatores de transcricdo e proteinas
quinases (ROSKOSKI JR, 2012). Em macréfagos infectados por L. (L.) amazonensis, a
fosforilagcdo da cromatina no promotor de 1L-10 e subsequente ligagc&o do fator de transcricdo
a este promotor dependem da ativacdo de Erk, e a producédo de IL-10 induz a diferenciacdo de
linfocitos para o tipo Th2. Além disso, esta proteina tem participacdo no controle da infec¢do
por animais infectados, uma vez que lesdes progridem mais lentamente e com nimero reduzido
de parasitos quando sua atividade € inibida (YANG, Z.; MOSSER; ZHANG, 2007). Martinez
e Petersen (2014) também observaram associacdo entre a persisténcia parasitaria e diminuicao

de IL-12 quando ocorre ativagdo de Erk1 por L. (L.) amazonensis.
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Nfkbl é membro da familia de fatores de transcricdo NF-kB, sendo uma subunidade
composta pela proteina precursora pl05 (aumentada no presente trabalho) que, apos
processamento, origina p50 (CARTWRIGHT; PERKINS; WILSON, 2016). Esta familia é
conhecida por regular a expressdo de genes da resposta imune envolvidos na imunidade contra
patdégenos, assim como nos processos apoptoticos. Alguns trabalhos mostram que em
camundongos deficientes em Nfkb1, ocorre a reducgdo da proliferacdo de células T e producao
de citocinas caracteristicas do perfil de resposta do tipo Th2 (ARTIS et al., 2002; DAS et al.,
2001). Quando infectados por L. (L.) major, camundongos knockout para Nfkbl se mostram
suscetiveis, desenvolvendo lesdes cronicas com persisténcia parasitaria (ARTIS et al., 2003).

Pak2 e Pak 3 sdo proteinas quinases cuja atividade é estimulada pela ligacdo das
GTPases Rac e CDC42. As funcdes celulares das PAKs sdo amplas, incluindo sobrevivéncia
da célula, organizacdo do citoesqueleto, progressao do ciclo celular (BOKOCH, 2003).

Bcl2I1, ou Bel-xL, é uma proteina anti-apoptotica que previne a liberagdo de citocromo
C pelas mitocondrias, impedindo a ativacdo de caspases e consequente apoptose (PETROS;
OLEJNICZAK; FESIK, 2004). A transcricao de Bcl-xL se da como resultado da ativacdo de
NF-xB, 0 que ocorre em resposta a infeccao por Leishmania (CHEN et al., 2000; RUHLAND;
LEAL; KIMA, 2007). De fato, Nfkbl se mostrou aumentada neste grupo, como citado
anteriormente. O aumento da expressdo de proteinas anti-apoptéticas € um mecanismo
empregado por Leishmania para inibir a apoptose, como demonstrado por (DONOVAN et al.,
2009), cujo estudo mostrou o aumento da expressao de Bcl-xL em macréfagos murinos da
linhagem celular RAW 264.7 infectados com diferentes cepas de L. (L.) major e L. (L.)
donovani. Segundo Rodriguez-Gonzélez, Wilkins-Rodriguez e Gutiérrez-Kobeh (2018), a
infecgdo com L. (L.) mexicana diminui a concentracdo de ROS e induz o aumento dos niveis
de Bcl-xL em células dendriticas tratadas com BSO (um inibidor da sintese de glutationa, o
mais importante regulador da concentracdo de ROS) e camptotecina (um indutor da apoptose).

O aumento desse grupo de proteinas exemplifica um pouco a complexidade da resposta
imune de Balb/C frente a infec¢do por L. (L.) infantum, a qual se mostra o6rgao especifica.
Enquanto o aumento de Erk1 e Bcl-xL sugere tendéncia da célula em desenvolver resposta Th2,
ndo controlando a multiplicagdo do parasito, e em atrasar a apoptose celular, a maior abundéncia

de Nfkb1 pode levar a inibicéo da resposta Th2 e consequente controle da infeccao.
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3.6 Fagossomo

O fagossomo consiste € um compartimento intracelular delimitado pela membrana
celular, onde se encontram microrganismos que foram fagocitados pela célula. O fagossomo
tem a funcdo de promover a morte e degradacdo de patdgenos, mas, para tal, necessita passar
por processos de maturagdo que envolvem fusdo com endossomos e lisossomos (JUTRAS;
DESJARDINS, 2005). Sete proteinas reguladas negativamente somente em macréfagos
infectados por L. (L.) amazonensis estavam associadas a esta via, sendo elas: Atp6v1f (ATPase,
H+ transporting, lysosomal V1 subunit F), Atpév1gl (ATPase, H+ transporting, lysosomal V1
subunit G1), Sec6lal (Sec61 alpha 1 subunit), Canx (calnexin), Dync1lil (dynein cytoplasmic
1 light intermediate chain 1), Ncf2 (neutrophil cytosolic factor 2) e Tubb5 (tubulin, beta 5 class
1) (Figura 24). Atp6v1fe Atp6vlgl sdo subunidades da enzima ATPase vacuolar, a qual, dentre
outras funcdes bioldgicas, transloca H* para o limen do fagossomo e o acidificam. Os
macrofagos dependem da acdo destas enzimas para manter a acidez do pH no interior de
fagossomos, 0 que € essencial para a atividade de moléculas de degradacdo nesses
compartimentos (PAMARTHY et al.,, 2018). Os fagossomos também podem concentrar
espécies reativas de oxigénio para destruir patdgenos, o que é feito pelo complexo enzimético
NADPH oxidase, do qual a Ncf2 participa. Este complexo se localiza na membrana do
fagossomo e realiza o transporte de elétrons para oxigénio molecular, gerando o radical
superoxido (O27) (URIBE-QUEROL; ROSALES, 2017). Calnexina (Canx) € uma proteina do
reticulo endoplasmaético, mas Ndjamen et al. (2010) mostraram que L. (L.) donovani e L. (L.)
pifanoi a recrutam para a membrana dos vacuolos parasitdforos de macrofagos infectados, o
que também parece ocorrer com Sec61.

A diminuicdo de proteinas do fagossomo pode favorecer a replicacdo de Leishmania e
talvez estar associada a maior quantidade de amastigotas comumente visualizadas em células
de Balb/C infectadas por L. (L.) amazonensis quando comparadas com células de camundongos
de outras linhagens, como C3/He (PEREIRA, 2015).
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4 CONCLUSOES

O presente estudo representa uma tentativa de compreender, por meio de uma

perspectiva protedmica, aspectos da interacdo de macrdfagos peritoneais murinos quando

infectados com distintas espécies de Leishmania. Tendo em vista os aspectos abordados, pode-

se concluir que:

a)

b)

f)

9)

h)

Embora Balb/C seja uma linhagem mais suscetivel a L (L.) amazonensis, nas primeiras
72 h de infecgdo in vitro ndo é observada diferenca significativa no indice de infeccao
de macrodfagos infectados por L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis;

Alguns mecanismos de resposta da célula hospedeira sdo comumente induzidos pela
infeccdo por L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis. Porém, proteinas exclusivamente
reguladas em cada uma destas espécies podem estar envolvidas com os diferentes
fendtipos observados no hospedeiro infectado;

Leishmania parece inibir mecanismos de apoptose no macréfago, o que pode ser devido
a necessidade de viabilizar sua sobrevivéncia e replicacdo na célula;

Em virtude de alteracdes epigenéticas na célula hospedeira, como a trimetilacdo de
diferentes residuos de lisina da histona H3, a transcricdo génica pode estar sendo afetada
pela infeccdo por Leishmania;

A transcricdo de genes pode estar ativada em macrofagos infectados por L. (L.)
infantum, nos quais foi verificado o enriquecimento do processo de desmetilacdo de
DNA;

A infecgdo por L. (L.) infantum parece ativar a resposta imune adaptativa por meio do
aumento de proteinas envolvidas na apresentacdo de antigenos via MHC de classe |,
como Tapl e Erapl,

A persisténcia de L. (L.) amazonensis na célula hospedeira pode ser explicada pela
regulacdo negativa de proteinas que participam da acidificacdo do fagossomo e geram
moléculas antioxidantes importantes na destrui¢do do parasito;

A diminuigdo do processo inflamatorio, nos quais proteinas como Pycard e Myd88 estdo
envolvidas, também parece ser mecanismo de evasdo por meio do qual L. (L.)

amazonensis garante sua permanéncia na célula hospedeira.
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