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  RESUMO 

As leishmanioses são doenças com ampla diversidade de formas clínicas, devido as 

diferentes espécies. A leishmaniose tegumentar (LT) está frequentemente associada à 

infecção por Leishmania (Leishmania) amazonensis e/ou L. (Viannia) braziliensis, 

enquanto a forma visceral (LV) é causada por L. (L.) infantum. As proteínas por sua vez, 

estão entre as principais moléculas que podem determinar as mais diversas variações 

biológicas. Outro aspecto relevante é que um diagnóstico eficiente contribui para a 

avaliação não só clínica, mas também da epidemiologia e controle da doença. No 

presente trabalho, por meio de abordagem proteômica de expressão diferencial em gel 

(DIGE), idenficamos proteínas diferencialmente abundantes entre as espécies de 

Leishmania mais frequentes no Brasil, L. (L.) amazonensis, L. (Viannia) braziliensis e L. (L.) 

infantum. Através da utilização de ferramentas de bioinformática, foram mostradas as 

interações dessas proteínas em redes biológicas, bem como os processos biológicos nos 

quais essas moléculas atuam. No nosso trabalho destacamos 6 dessas categorias 

funcionais: metabolismo do nitrogênio, resposta ao stress, organização do citoesqueleto, 

transporte, desenvolvimento de estruturas e vias associadas à regulação do sistema 

imune; sendo que, nessa última, o enriquecimento estava presente somente em L. 

braziliensis e L. infatum. Os dados revelaram que L.infatum, espécie com maior potencial 

de visceralização, apresentou maior quantidade de proteínas detectadas para quase 

todos os processos. Selecionamos dentre essas proteínas quais eram também antigênicas 

de acordo com a forma clínica, LT ou LV, dos soros utilizados no western blot. As proteínas 

antigênicas foram submetidas a uma análise in silico para a predição de epitopos para 

células B que não possuíam similaridades com ortólogos em Trypanosoma cruzi.  Das 18 

proteínas identificadas com essas características (mais abundantes, específicas e 

antigênicas em uma espécie em relação às outras) oito são das espécies causadoras da 

forma tegumentar da doença (L. amazonensis e L. braziliensis) e 10 na espécie que causa 

a forma visceral (L. infantum). Os 68 epitopos preditos simultaneamente pelos softwares 

ABCPred e BCPreds nessas proteínas, foram sintetizados em membrana de celulose e 

avaliados em relação a reatividade. Considerando os dados analisados, podemos destacar 

duas proteínas de L. amazonensis, que apresentam potencial para diagnóstico específico 

de LT: metalo-peptidase, Clan MA (E)-Familia M3 e uma proteína hipotética. Ambas são 

mais abundantes nessa espécie, apresentam reatividade exclusiva ao pool de soros de LT 

e a maioria dos epitopos não apresenta similaridade com os ortólogos em T. cruzi. Além 

disso, nove epitopos, provenientes das proteínas selecionadas por reatividade exclusiva 

de soros de pacientes com LT ao extrato de L. amazonensis, foram considerados como 

potenciais antígenos para o diagnóstico sorológico da LT em humanos.  

Palavras chave: imunoproteoma, Leishmania, diagnóstico, redes biológicas.  
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ABSTRACT 

Leishmaniasis are disease with a wide diversity of clinical forms, due to the different 

species. The cutaneous leishmaniasis (LT) is frequently associated with Leishmania 

(Leishmania) amazonensis and / or L. (Viannia) braziliensis infection, while the visceral 

form (LV) is caused by L. (L.) infantum. Proteins are one of the main molecules that 

determinete the largest number of biological variations. Another relevant aspect is that 

an efficient diagnosis contributes not only to clinical evaluation, but also to disease 

epidemiology and control. In the present study, by means of a proteomic approach 

(DIGE), we identified differentially abundant proteins among the most frequent 

Leishmania species in our country, L (L.) amazonensis, L. (Viannia) braziliensis and L. (L.) 

infantum. Through the use of bioinformatics tools, the interactions of these proteins in 

biological networks, as well as the biological processes in which these molecules act, were 

shown. In our study we highlight 6 of these functional categories: nitrogen metabolism, 

stress response, cytoskeletal organization, transport, development of structures and 

pathways associated with regulation of the immune system; being in the latter the 

enrichment was present in L. braziliensis and L. infatum, only. Data revealed that 

L.infatum, species with greater visceral potential, showed higher amount of proteins 

detected for almost all the processes. In addition, we selected from these proteins which 

were also antigenic according to the clinical form, TL or VL, of the sera used in the western 

blot. Antigenic proteins were subjected to in silico analysis for the prediction of B cell 

epitopes without similarities with orthologs in Trypanosoma cruzi. Among 18 proteins 

identified with these characteristics (more abundant, specific and antigenic in one species 

relative the others) eight belongs to species that cause the cutaneous form of the disease 

(L. amazonensis and L. braziliensis) and 10 belongs to the species that cause the visceral 

form (L. infantum). The 68 epitopes predicted simultaneously by the ABCPred and 

BCPreds software in these proteins were synthesized in cellulose membrane and 

evaluated for reactivity. Considering the analyzed data, we highlight two proteins of L. 

amazonensis, which have potential for specific diagnosis of TL: metallopeptidase, Clan 

MA (E) -Familia M3 and a hypothetical protein. Both are more abundant in this species, 

they have exclusive reactivity to the sera from TL pool and most of the epitopes no show 

similarity to orthologs in T. cruzi. In addition, nine epitopes from proteins selected by 

exclusive reactivity of sera from TL patients to L. amazonensis extract were considered as 

potential antigens for the serological diagnosis of TL in humans.  

Key words: immunoproteomic, Leishmania, diagnosis, biological neworks. 
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1. REVISÃO DE LITERATURA 

1.1 Leishmanioses e Leishmania 

 

Atualmente, as leishmanioses encontram-se entre as principais endemias no 

mundo (WHO, 2015). Nas Américas tem caráter zoonótico podendo acometer o homem 

de forma acidental, quando este se insere no ciclo de transmissão do parasito. No Brasil, 

as leishmanioses apresentam importância nos contextos sanitário, econômico e social, 

devido a sua ampla distribuição geográfica e gravidade de suas manifestações clínicas. A 

doença tem se tornado ainda mais relevante, em virtude do aumento da incidência e 

disseminação de algumas formas clínicas para novas áreas geográficas, além da tendência 

a urbanização (Tolezano et al., 1980; Lainson, 1989; Marzochi, 1992; Salomón et al., 

2015). As dificuldades referentes a epidemiologia da doença, considerando dados sobre 

o diagnóstico e o tratamento devem ser considerados, pois interferem diretamente no 

controle da doença (Marzochi & Marzochi, 1994). 

Atualmente, existem cerca de 12 milhões de casos de leishmanioses em todo 

mundo, e estima-se que outros dois milhões de novos casos ocorram a cada ano, sendo 

cerca de 1,5 milhões de leishmaniose tegumentar (LT) e 500.000 de leishmaniose visceral 

(LV). As leishmanioses são prevalentes nos quatro continentes e endêmicas em 98 países. 

Mais de 90% dos casos de LV do mundo ocorrem em Bangladesh, Brasil, Índia, Sudão, 

Sudão do Sul e Etiópia, e mais de 90% dos casos de LT são relatados no Afeganistão, 

Argélia, Irã, Arábia Saudita e Síria no Velho Mundo, e no Brasil, Colômbia e Peru no Novo 

Mundo (Desjeux, 1996; Ashford, 2000; Murray et al., 2005; WHO, 2015). 

As leishmanioses são parasitoses causadas por protozoários flagelados 

pertencentes ao gênero Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) (Ross, 1903). 

Considerados parasitos digenéticos, apresentam duas formas, as promastigotas, que são 

flageladas e encontradas no vetor; e as amastigotas, que são arredondadas e encontradas 

no hospedeiro vertebrado (Lainson & Shaw 1987; Grimaldi & Tesh, 1993; Ashford, 2000).  

De acordo com Lainson e Shaw 1987, as espécies de Leishmania encontradas em 

mamíferos, no Novo Mundo, podem ser classificadas em dois subgêneros: Viannia e 

Leishmania. Essa classificação se baseia principalmente no desenvolvimento do parasito 

no vetor. No subgênero Viannia o desenvolvimento ocorre no intestino posterior do 
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flebotomíneo, enquanto no subgênero Leishmania, no intestino médio e anterior do 

vetor.  No primeiro subgênero encontram-se espécies causadoras das formas cutânea e 

mucocutânea da leishmaniose tegumentar nas Américas, das quais podemos citar: 

Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (V.) lainsoni. No subgênero 

Leishmania estão classificadas as espécies que causam as formas cutânea difusa, 

disseminada e localizada, representadas pela L. (L.) mexicana e L.(L.) amazonensis e as 

espécies causadoras da leishmaniose visceral, no Novo Mundo, representada pela L. (L.) 

infantum (Lainson & Shaw, 1987). 

Cerca de 30 espécies diferentes de flebotomineos podem atuar como vetores do 

protozoário e outras 20 espécies de Leishmania são conhecidas por causar algum tipo de 

manifestação clínica no homem (Desjeux, 1996). Sendo, os parasitos do gênero 

Leishmania digenéticos, o seu ciclo de vida é dividido entre hospedeiros vertebrados e 

invertebrados. O ciclo de vida do parasito tem início quando uma fêmea do flebotomíneo 

realiza o repasto sanguíneo em um animal infectado, que funciona, então, como fonte 

de infecção para o inseto. Durante a ingestão de sangue, o invertebrado ingere células 

do sistema fagocítico mononuclear (SFM), como, macrófagos infectados com as formas 

amastigotas. Essa forma intracelular do parasito é normalmente ovóide e o flagelo não é 

exteriorizado, ficando contido na bolsa flagelar, estrutura formada pela invaginação da 

membrana externa do parasito. No trato intestinal do flebotomíneo e envolvido por uma 

matriz peritrófica, que é secretada pelas células do epitélio intestinal, as amastigotas 

modificam-se em formas flageladas, alongadas, e móveis, denominadas promastigotas, 

que se multiplicam por divisão binária. Esses vetores, ao realizarem novo repasto 

sanguíneo, regurgitam as formas infectivas nos hospedeiros vertebrados, e dessa forma 

ocorre a transmissão (Bates, 2007; Kaye & Scott P, 2011). 

No hospedeiro vertebrado, as promastigotas são fagocitadas por macrófagos e 

internalizadas em vacúolo parasitóforo (fagolisossoma), estrutura envolvida na 

destruição do parasito. No entanto, o parasito apresenta mecanismos capazes de evadir 

da ação microbicida do macrófago, dentre outros, transformando-se  em amastigotas. 

Inicia-se, então, o processo de multiplicação, que se estende, até a ruptura da célula, 

quando as amastigotas são liberadas para infectar outros macrófagos, propagando a 

infecção. Durante este processo ocorre, ainda, a liberação de produtos antigênicos que 

serão apresentados ao sistema imune, gerando uma resposta imune específica. Os 
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mecanismos de eliminação das amastigotas pelos macrófagos ativados pelo IFN-γ, 

envolvem a síntese de radicais de oxigênio e nitrogênio, como o óxido nítrico 

(Matlashewski, 2001; Sacks & Noben-Trauth, 2002; Peters & Sacks, 2006). Alguns estudos 

mostraram o papel essencial dos neutrófilos na infecção por Leishmania, demonstrando 

a capacidade do parasito de evadir e explorar a resposta inata do hospedeiro para 

estabelecer e promover as doenças (Peters et al., 2008). 

1.2 Formas clínicas da leishmaniose 

 1.2.1 Leishmaniose Tegumentar Americana  

 

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) ocorre desde o sul dos Estados 

Unidos até o norte da Argentina, presente em quase todos os países, com exceção do 

Chile e Uruguai (Gontijo & Carvalho, 2003; Lainson & Shaw, 2010). Trata-se de uma 

afecção dermatológica, considerada zoonose primária de mamíferos silvestres e que 

acomete o homem de forma acidental (Gontijo & Carvalho, 2003). 

Embora cada uma das espécies de Leishmania cause manifestações clínicas e 

possua áreas de endemicidade peculiares, nenhum desses aspectos é exclusivo de uma 

ou outra forma da doença, podendo essas manifestações se sobrepor. Isso ocorre porque 

o quadro clínico é dependente de determinantes relacionados à espécie de Leishmania 

envolvida na infecção e ao hospedeiro. Dentre esses fatores, podemos citar: a 

infectividade, virulência e forma de disseminação do parasito, linfática ou hematogênica, 

além da resposta imune e susceptibilidade genética do hospedeiro (Grevelink & Lerner, 

1996). 

Dentre o espectro das formas clínicas de LT, podemos citar: a forma cutânea 

localizada, considerada a manifestação mais comum da leishmaniose tegumentar, 

causada, principalmente, por L. major e L. tropica no Velho Mundo e L. braziliensis e L. 

mexicana no Novo Mundo (Grevelink & Lerner, 1996). A resposta imune dessa forma da 

doença é predominantemente mediada por células T e um infiltrado inflamatório misto 

no local da infecção pode ser observado na maioria dos casos (Mehregan et al., 1999). 

Outra variação da leishmaniose tegumentar, conhecida como forma difusa, é 

caracterizada como anérgica. No Velho Mundo pode ser causada pela L. aethiopica, no 

entanto, essa manifestação clínica é mais comumente encontrada, sendo causada pela L. 
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amazonensis no Novo Mundo. A forma disseminada da leishmaniose tegumentar é 

caracterizada por múltiplas lesões em duas ou mais áreas do corpo não contíguas, sendo 

uma forma rara, mas que tem aumentado a sua frequência no Novo Mundo. Nesse 

cenário, se encontra muitas vezes associada à co-infecção com HIV e uma resposta 

predominante do tipo Th2 pode ser observada (Turetz et al., 2002; Silveira et al., 2004; 

Schraner et al., 2005). Outras formas crônicas da LT, também raras, mas não menos 

importantes são: leishmaniose mucocutanea (LMC) e leishmaniose dérmica pós calazar. 

A primeira possui manifestações clínicas, normalmente na superfície da mucosa do nariz, 

boca e faringe, e ocorre, comumente, de um a cinco anos após uma leishmaniose 

cutânea. Esta forma é proveniente da infecção, normalmente, por L. (V) braziliensis, no 

Novo Mundo; e afeta entre 1 a 10% dos casos não tratados de LT. A segunda forma clínica 

é normalmente observada após uma LV devido à infecção por L. donovani em países 

como Sudão e Índia (Ahluwalia et al.,2004; Lawn et al., 2004; Murray et al., 2005). 

1.2.2 Leishmaniose Visceral  

 

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doença de notificação compulsória e que pode 

ter evolução grave, devendo ser diagnosticada precocemente (Ministério da Saúde, 

2006). A LV ocorre na Ásia, na Europa, no Oriente Médio, na África e nas Américas, sendo 

que, nesse último continente, 90% dos casos ocorrem no Brasil (Desjeux, 2004, Ministério 

da Saúde, 2006). A ausência de tratamento adequado da doença pode levar a morte, 

podendo a letalidade alcançar o índice de 90%, nos locais em que esse quadro se 

instaurar (Gontijo & Melo, 2004). 

A LV é uma doença sistêmica causada pela L. donovani no Velho Mundo e L. 

infantum no Novo Mundo. Sinais e sintomas da doença incluem febre, esplenomegalia, 

emaciação, linfadenopatia, hiperglobulinemia e pancitopenia. Durante o período ativo da 

LV causada por L. donovani pode ocorrer o escurecimento desigual da pele explicando a 

origem do nome calazar, que significa febre negra. A pele normalmente se torna seca e 

áspera e a alopecia é frequente. O período de incubação da infecção é de normalmente 

dois a quatro meses, após o qual a doença passa para um curso crônico. É possível 

observar um aumento de IgG e IgM no soro do paciente, no entanto, uma baixa da 
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imunidade mediada por células predispõe o hospedeiro a infecções secundárias (Ghosh 

Dastidar et al., 1983; Haldar et al., 1983). 

 

1.3 Diagnóstico  

 

No Brasil as duas formas da doença, tegumentar e visceral, possuem ampla 

distribuição geográfica inclusive com áreas de sobreposição. As espécies mais frequentes 

e amplamente distribuídas são L. (V.) braziliensis e L.(L.) amazonensis, causando a forma 

tegumentar e L. (L.) infatum causando a forma visceral (Ministério da Saúde 2006, 2007). 

A faixa geográfica de ocorrência das leishmanioses tem aumentado devido a 

ampla variedade de fatores climáticos, ecológicos e sociais. Animais domésticos, bem 

como seres humanos, podem apresentar a forma assintomática da doença dificultando 

assim o seu diagnóstico (Reithinger & Dujardin, 2007; Gramiccia, 2011). 

O tratamento efetivo e o controle das leishmanioses dependem de um 

diagnóstico acurado e precoce, de maneira a evitar o desenvolvimento de doença crônica 

e/ou de lesões desfigurantes (Van der Meide et al., 2005). Diferentes métodos de 

diagnóstico associados são usados para a confirmação da infecção, dentre os quais 

podemos citar: o parasitológico, o molecular e o imunológico.  

O teste de certeza no diagnóstico das leishmanioses é o parasitológico. Na LT esse 

método é realizado por aposição de fragmentos da lesão sobre uma lâmina, coloração 

com Giemsa e visualização das amastigotas em microscópio óptico. Dentre as vantagens, 

podemos destacar: o curto prazo para conclusão, o baixo custo e a execução fácil, e em 

relação às desvantagens podemos citar: a baixa sensibilidade e a necessidade de grande 

habilidade profissional (Weigle et al., 1987; Marfurt et al., 2003; Van der Meide et al., 

2005).  

Para a realização desse método no diagnóstico da LV é necessário coletar 

amostras de aspirados de medula óssea, baço, linfonodo ou de fígado, tornando o 

método invasivo. A especificidade pode atingir aproximadamente 100%, mas, a 

sensibilidade é variável, sendo cerca de 95% em aspirados esplênicos, 70% em aspirados 

de medula e 60% em linfonodos (Zijlstra et al., 1992). A coleta de material necessita de 

profissional experiente e bem treinado; e sendo o procedimento de difícil execução, deve 
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ser realizado em locais especializados. Em algumas situações, como de anemia grave, 

tendência à hemorragia ou em casos de gravidez, a técnica é contra-indicada (Desjeux, 

2004). A punção de baço e fígado pode ser complicada e às vezes fatal (Siddig et al., 1988; 

Zijlstra et al., 1992), sendo a utilização do aspirado de medula óssea considerada a mais 

segura (Kafetzis & Maltezou, 2002).  

As técnicas rotineiras de histologia e /ou imuno-histoquimica, que, também se 

baseiam na detecção das amastigotas em fragmentos de tecidos (biópsias), são também 

consideradas metodologias diretas de diagnóstico parasitológico. Um fator importante e 

que influencia na sensibilidade desse tipo de técnica é o sistema de detecção usado 

(Ramos-Vara et al., 2008; Rocha et al., 2009), e o mais comumente empregado nas 

técnicas de imuno-histoquimica é o da estreptoavidina-biotina peroxidase (Tafuri et al., 

2004; Ramos-Vara et al. 2008; Alves et al., 2013; Marques et al., 2017). 

Outros métodos de diagnóstico parasitológico como o cultivo dos parasitos e a 

inoculação do material de biópsia em animais experimentais são realizados, 

principalmente, em centros de pesquisa. É realizado a partir de aspirado ou tecido e pode 

ser usado como forma de aumentar a sensibilidade do método parasitológico. O cultivo 

desses tecidos é geralmente realizado em meios de cultura como: meio líquido de LIT- 

liver infusion tryptose ou de Schneider, e meio de NNN – Novy MacNeal-Nicolle, ficando 

os índices de positividade da cultura de aspirado medular, entre 40-50%, enquanto que 

a de aspirado esplênico situa-se em torno de 70-98% (Singh & Sivakumar, 2003). 

Entretanto, é uma técnica que requer dias ou semanas para a conclusão do resultado, 

sendo essa uma desvantagem do método (Murray, 2000), e raramente usado para LT, 

exceto em trabalhos de pesquisa que pretendem identificar a espécie do parasito. Os 

animais experimentais mais utilizados são hamsters e camundongos. Os hamsters são 

susceptíveis a uma maior diversidade de espécies, enquanto os camundongos isogênicos, 

de acordo com a linhagem, variam de susceptíveis a resistentes conforme a espécie de 

Leishmania.  

Os métodos moleculares também são usados no diagnóstico das leishmanioses, e 

dentre eles, podemos destacar a amplificação de alvos gênicos, conhecida como reação 

em cadeia da polimerase (PCR) e suas variantes (PCR multiplex, nested-PCR, RT- PCR, PCR 

quantitativo) (Britto et al., 2005; Cupolillo, 2005). Essas são consideradas de alta 

sensibilidade, sendo capazes de amplificar o alvo, mesmo que ele esteja em quantidade 
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mínima nas amostras clínicas analisadas. Além disso, as amostras podem ser coletadas 

de maneira menos invasiva, e há geração de um resultado seguro num pequeno intervalo 

de tempo (Ikonomopoulos et al., 2003; Silva et al., 2004). Apesar de todas as vantagens, 

essas técnicas não são empregadas na rotina. Baneth & Aroch 2008, mostraram 

resultados variáveis e conflitantes com relação à sensibilidade da PCR ao avaliar 

diferentes tecidos de cães infectados. Isso poderia ser explicado em parte pela 

distribuição heterogênea dos parasitos em cada tecido, considerando o tropismo da cepa 

de Leishmania envolvida na infeção, bem como, a resposta imune local (Maia & Campino, 

2008). Além disso, a eficácia de um teste de PCR é influenciada por diferentes fatores, 

tais como os primers utilizados, o número de parasitos existentes na amostra, o método 

de extração do DNA e o protocolo de PCR seguido (Alvar et al., 2004; Baneth & Aroch, 

2008; Gaulda et al., 2015; Muller et al., 2015; Mans et al., 2016; Mohammadi et al., 2017). 

Em relação aos métodos de diagnóstico imunológicos, eles podem ser agrupados 

em: celulares e sorológicos, sendo o primeiro deles mais adequado para LT e o segundo 

para LV. Para o diagnóstico imunológico da LT, o teste intradérmico ou 

intradermorreação de Montenegro, baseado na hipersensibilidade celular tardia, é muito 

usado e apresenta especificidade e sensibilidade satisfatórias (Weigle et al., 1991; 

Reithinger & Dujardin, 2007). Entretanto, em áreas endêmicas, a reação positiva pode 

ser devido à doença, inoculação do antígeno anteriormente, exposição ao parasito sem 

doença, alergia ao diluente, ou ainda reação cruzada com outras doenças (Carvalho et 

al., 1995). A mesma pode ser negativa entre quatro a seis semanas após o surgimento da 

lesão na pele, exacerbada no caso da forma mucocutânea ou ainda negativa na forma 

difusa e em pacientes imunossuprimidos (Melo et al., 1977; Souza et al., 1992).  Outra 

desvantagem do método é requerer cultura do parasito para produção do antígeno, além 

disso, o modo e condições de preparo por diferentes laboratórios, pode influenciar na 

sensibilidade da técnica. Esse método não é usado para diagnóstico de LV. 

Os métodos sorológicos são utilizados, principalmente, no diagnóstico da LV, 

devido aos altos níveis de anticorpos nos pacientes com essa forma da doença (Galvão-

Castro et al., 1984; Burns et al., 1993). A reação de imunofluorescência indireta (RIFI) é 

realizada por meio de uma diluição seriada do soro do hospedeiro suspeito, que são 

posteriormente incubados em uma lâmina sensibilizada com as formas promastigotas do 

parasito. A ligação entre o antígeno e o anticorpo, no caso dos positivos ou falsos 
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positivos, é revelada após ser adicionado um anti-anticorpo conjugado com molécula 

fluorescente. Trata-se de um teste com boa sensibilidade e especificidade, mas que 

necessita de profissional treinado para a sua execução (Gradoni & Gramiccia, 2008). A 

sensibilidade varia de 82 a 95%, enquanto a especificidade varia de 78 a 92%, 

dependendo da espécie de Leishmania e do modo de preparo do antígeno (Sengupta, 

1969; Cahil, 1970; Assis et al., 2008). Outros testes sorológicos usados para diagnóstico 

da LV são o teste de aglutinação direta (DAT) e o teste imunocromatográfico. O DAT se 

baseia na reação do soro do paciente com as promastigotas íntegras de Leishmania. 

Alguns estudos têm mostrado sensibilidade e especificidade variando entre 91 a 100% e 

72 a 100%, respectivamente (Mengistu et al., 1990; Zijlstra et al., 1991; Sundar et al., 

1996). Apesar da boa sensibilidade e a dispensa de equipamentos sofisticados para sua 

execução, é necessário longo período para execução e apresenta baixa especificidade em 

áreas endêmicas (Harith et al., 1988; Saul & Semião 1996; Mohebali, 2004; Kumar et al., 

2009; Kumar et al., 2011). O teste imunocromatográfico consiste em um teste sorológico 

considerado simples e a interpretação das reações é visual. Reithinger et al., 2002, 

verificaram especificidade entre 61 a 75% e sensibilidade entre 72 a 77%, no teste 

imunocromatográfico que utiliza rK39 de Leishmania como antígeno. Outros trabalhos 

também demonstraram a utilização do teste imunocromatográfico, bem como os valores 

de sensibilidade e especificidade encontrados (Sundar et al., 1998; Bern et al., 2000; 

Carvalho et al., 2003; Ritmeijer et al., 2006).  

O enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) é um método sensível e de 

especificidade dependente do antígeno utilizado (Mancianti et al., 1995; Gradoni & 

Gramiccia, 2008). Outra vantagem da técnica é permitir a automação na execução e 

avaliação de um grande número de amostras. Os valores de sensibilidade e especificidade 

variam de 90-100% e 71-100%, respectivamente (Bray 1985, Choudhry 1990; Pedras et 

al., 2008). Embora vários antígenos venham sendo testados (Soto et al., 1996; Sundar & 

Rai, 2002; Singh & Sivakumar, 2003; Faria et al. 2011; Fonseca et al. 2014), o antígeno 

total, derivado do lisado de promastigotas de Leishmania spp, é o mais usado, e a 

ocorrência de resultados falso-positivos podem ser recorrentes (Roffi et al., 1980; 

Guimarães et al., 1991; Kalter, 1994; Romero et al., 2005; Cataldo et al., 2010; Souza et 

al., 2013). Além disso, os testes ainda não são capazes de distinguir infecções passadas 
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de reinfecções, pela persistência de anticorpos anti-leishmania mesmo após o 

tratamento e cura da doença (Hailu et al., 2009; Kumar et al., 2009; Kumar et al., 2011). 

Nesse sentido, várias proteínas recombinantes estão sendo testadas para o 

diagnóstico da LV utilizando o ELISA, considerando os altos níveis de anticorpos nessa 

forma clínica. O antígeno recombinante K39, pertencente à superfamília das cinesinas, 

apresenta um menor número de reações cruzadas, quando comparado ao antígeno bruto 

(Carvalho et al., 2003).  

Santarém et al., 2005, testaram a prevalência de anticorpos específicos contra 

várias moléculas para avaliar a imunogenicidade dessas proteínas e seu potencial para o 

diagnóstico da LV humana. O resultado destaca, dentre as proteínas testadas, a 

recombinante LicTXNPx, que demonstrou uma sensibilidade de 78%, especificidade de 

94%, e ainda uma capacidade de 60% em distinguir infecção e cura. 

Fonseca et al., 2014 revelaram quatro proteínas recombinantes anotadas como 

“hipotéticas” no genoma de Leishmania, como bons antígenos para o diagnóstico da LVC, 

com potencial para utilização em testes de triagem. Os resultados de sensibilidade 

variaram entre 70,6 e 85,4% e especificidade de 60 a 90%.  Uma dessas proteínas 

apresentou, ainda, bons resultados para o diagnóstico da leishmaniose visceral humana, 

necessitando de mais estudos. 

Faria et al., 2011 demonstraram o potencial de peptídeos sintéticos como 

antígenos no ELISA para diagnóstico da leishmaniose visceral canina (LVC). Os resultados 

mostraram uma sensibilidade entre 71,03 a 84,10% e especificidade entre 55 e 80%, 

dependendo do peptídeo empregado.  

 Além de proteínas recombinantes e peptídeos sintéticos, a utilização de 

proteínas multiepitopos, ou também chamadas de proteínas quimeras, tem sido uma 

forma de inovação na escolha de antígenos. Por exemplo, Faria et al, 2015 demonstraram 

a utilização de proteínas multiepitopos (PQ-10 e PQ20), em ensaios imunoenzimáticos, e 

o grande potencial dessas quimeras no diagnóstico precoce da LVC. 

 Para a LT, apesar dos baixos níveis de anticorpos, estudos utilizando proteínas 

recombinantes têm demonstrado resultados satisfatórios para utilização dos métodos 

sorológicos no diagnóstico da LT (Souza et al., 2013; Duarte et al., 2015). 

Souza et al., 2013 usaram um painel de soros humanos para testar várias 

proteínas recombinantes, usando ELISA, com o objetivo de desenvolver uma ferramenta 
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para o diagnóstico sorológico da LT humana. Dentre as proteínas testadas, a rHSP 70 

apresentou uma sensibilidade entre 52-80% e especificidade entre 81,7-92,2%. Essa 

variação foi devido à utilização de pacientes com a forma cutânea e mucocutânea. 

Celeste et al., 2014, avaliaram o uso da rHSP-83 para o diagnóstico das 

leishmanioses cutânea, mucocutânea e visceral; e ainda o seu potencial para monitorar 

a terapia da doença. A sensibilidade da rHSP-83 foi maior quando comparada aos valores 

utilizando antígeno bruto de L. major-like, bem como a especificidade, em cerca de 

97,47% para rHSP-83 e 70,89% para antígeno bruto de L. major-like. Entretanto, a 

recombinante não se mostrou eficiente para avaliar cura de infeção.  

Segundo o Ministério da Saúde, o procedimento de primeira escolha para 

diagnóstico da LT em humanos, na ocorrência de lesões típicas, é a demonstração do 

parasito em exames diretos. No entanto, a sensibilidade do método é inversamente 

proporcional ao tempo de evolução das lesões e depende de pessoal técnico altamente 

habilitado. O diagnóstico clínico epidemiológico pode ser complementado pela 

intradermorreação de Montenegro (IDRM), um teste que se fundamenta na visualização 

da resposta de hipersensibilidade celular tardia, mas sua eficácia é depende de antígeno 

padronizado e não permite automação.  Para a LV, o exame imunológico mais utilizado 

no Brasil é a RIFI e os ensaios imunoenzimáticos. Na presença de dados clínicos e 

laboratoriais, um teste sorológico reagente, reforça o diagnóstico de leishmaniose 

visceral. Entretanto, esses testes utilizam antígenos totais e as reações cruzadas são 

frequentes. (Ministério da Saúde 2006, 2007). 

Considerando o exposto, um diagnóstico mais preciso e eficaz ainda é necessario 

para o diagnóstico das leishmanioses, e ferramentas mais modernas podem auxiliar neste 

processo. 

1.4 Genômica e proteômica em Leishmania 

  
 Os genes, em tripanossomatídeos, apresentam uma organização policistrônica, 

desta forma, todos os genes que pertencem àquela unidade apresentarão a mesma taxa 

de transcrição. A maturação dos mRNAs transcritos ocorre através do trans-splicing e da 

poliadenilação, enquanto que a regulação da expressão gênica ocorre, 

preferencialmente, a nível pós transcrisional (LeBowitz et al., 1993; Vanhamme & Pays, 

1995; Ullu et al., 1993; Vasconcelos et al.,2012).  
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A estabilização ou desestabilização do transcrito é um dos mecanismos já 

descritos para a regulação da expressão gênica; e que pode afetar o tempo de meia vida 

de uma molécula de mRNA, influenciando diretamente a quantidade de proteína 

produzida a partir da molécula molde (De Gaudenzi et al., 2011; Araújo & Teixeira 2011).  

Os tripanossomatídeos, assim como outros parasitos obrigatórios (Wolf & Koonin, 

2013), apresentam redução do número de genes quando comparados aos organismos de 

vida livre. Isso ocorre, pois, muitas moléculas que participam de importantes processos 

biológicos, bem como do ciclo biológico desses protozoários, são obtidas de seus 

hospedeiros. A elucidação dessa área do conhecimento pode contribuir para o melhor 

entendimento da relação parasito-hospedeiro, permitindo o reconhecimento de 

determinantes de virulência e patogenicidade, além de alvos para vacinas e drogas 

(Sakharkar et al., 2004; Jackson 2015).  

   Análises comparativas entre os genomas de tripanossomatídeos revelaram alto 

grau de sintenia, que pode atingir 99% entre espécies de Leishmania (El-Sayed et al., 

2005; Peacock et al., 2007; Vasconcelos et al.,2012).  

Peacock et al., 2007 revelaram uma notável conservação do conteúdo gênico e 

da organização gênica entre L. major, L.infatum e L. braziliensis. Mostraram, ainda, a 

elevada conservação das sequências de codificação, com a identidade média de 

aminoácidos entre L. major e L. infantum de 92% e identidade média de nucleotídeos de 

94%. Entre L. major e L. braziliensis esses valores são de 77% e 82%, respectivamente; e 

entre L. infantum e L. braziliensis, 77% e 81%, respectivamente. 

Cerca de 200, dos 8300 genes apresentaram distribuição diferenciada entre os 

genomas de L. major, L.infatum e L. braziliensis. A espécie que apresentou maior 

divergência foi L. braziliensis, com 47 genes ausentes nas outras duas espécies. Em L. 

infantum o número de genes específicos foi 27, enquanto em L. major, apenas cinco 

(Peacock et al., 2007; Smith et al., 2007). 

Em geral, as proteínas de superfície de tripanossomatídeos apresentam alto grau 

de polimorfismo e glicosilação (Ferguson, 1997) e conjuntamente com a diferença de 

níveis de proteína, este porlimorfismo de glicoconjugados de superfície pode estar 

relacionado com interações diferenciais com os hospedeiros, resultando nas diferenças 

observadas entre as espécies (de Assis et al., 2012).   A origem e expansão do repertório 

de proteínas podem ser geradas através da duplicação gênica, originando novos genes e 
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maior variabilidade, uma vez que uma das cópias mantém a sequência e codifica a 

proteína funcional, e as demais podem sofrer variabilidade sem prejuízo para o 

organismo (Chamond et al., 2005; Lynch & Conery, 2000).  

Assim, estudos proteômicos poderão auxiliar o entendimento dos fatores 

envolvidos na determinação do fenótipo clínico das diferentes espécies de Leishmania, 

visto que, esses métodos permitem avaliar a presença e a quantidade das proteínas em 

uma amostra biológica. 

 Por meio da análise proteômica quantitativa de Leishmania têm sido 

demonstrada fraca correlação dos níveis protéicos com a abundância de transcritos, 

corroborando que a regulação da produção de proteína em Leishmania ocorre a nível pós 

transcricional e/ou traducional (Holzer et al., 2006; Cohen-Freue et al., 2007). 

Além disso, uma das grandes inovações associadas as análises de proteômica, 

além de auxiliar o entendimento da biologia de um organismo baseado na identificação 

e quantificação de proteínas presentes em uma determinada condição, é a possibilidade 

de identificar novos alvos terapêuticos, novas moléculas bioativas e marcadores 

biológicos que possam ser usados para diagnóstico, prognóstico de doenças ou ainda 

como candidatos a imunógenos de vacinas (Costa et al., 2011, Lima et al., 2016; Lima et 

al., 2017).  

A proteômica representa um conjunto de técnicas que permite aumentar nosso 

conhecimento sobre a célula baseando-se na identificação e quantificação de proteínas 

em diferentes condições sendo a eletroforese bi-dimensional (2-DE), uma das 

ferramentas para estudar a expressão de proteínas em larga escala (Thiel & Bruchhaus, 

2001). A análise das proteínas utilizando 2-DE envolve a separação sistemática, 

identificação e quantificação de muitas proteínas simultaneamente a partir de uma única 

amostra. Essa técnica também é capaz de separar as proteínas quanto a modificações 

pós-traducionais, as quais não podem ser observadas por sequenciamento do genoma e 

análise transcriptômica (Zhao & Jensen, 2009; Pagel et al., 2015). A 2-DE é uma 

ferramenta poderosa e amplamente utilizada para análise de misturas complexas de 

proteínas extraídas de células, tecidos ou outras amostras biológicas e é complementada 

pela espectrometria de massa (EM) para identificação das proteínas.  

Estudos do proteoma de Leishmania foram realizados principalmente para 

comparação dos diferentes estágios do ciclo de vida de L. donovani (Bente et al., 2003), 
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L. infantum (El Fakhry et al., 2002; Brotherton et al., 2010) e L. infatum e L. mexicana 

(Lynn et al., 2013). Foram descritas, ainda, diferenças na abundância de proteínas entre 

cepas de L. infatum (da Fonseca Pires et al., 2014 e Carnielle et al., 2014) e entre espécies: 

L. (V) guyanensis e L. (V.) panamensis (Gongora et al., 2003); L. amazonensis e L. major 

(Brobey et al., 2006). Esses trabalhos contribuíram para o entendimento de diversos 

mecanismos biológicos do parasito; dentre eles, os envolvidos nos processos de infeção, 

sobrevivência e patogenia, além daqueles relacionados a resistência a determinadas 

drogas. Por exemplo, da Fonseca Pires et al., 2014 demontraram que a cepa BH 400 de 

L. infatum é mais infectiva e patogênica quando comparada à cepa BH 46 de L. infatum. 

E uma análise comparativa entre os proteomas dessas cepas revelaram algumas 

molélucas que poderiam estar envolvidas nessa diferença de infectividade e patogenia, 

dentre elas a KMP-11, proteína mais abundante em BH 400. Carnielli et al., 2014 usaram 

amostras de L. infatum isoladas de pacientes com LV, com diferentes resultados para o 

tratamento com miltefosina. O proteoma desses isolados revelaram proteínas com níveis 

diferentes de abundância, demonstrando o provável envolvimento dessas moléculas na 

resistência à droga testada.  

Um estudo utilizando 2-DE de extrato de promastigotas de L. infantum, seguido 

de Western Blot com soro de coelhos imunizados e análise por EM, permitiu a 

identificação de várias proteínas antigênicas relevantes (Dea-Ayuela et al., 2006). Numa 

abordagem semelhante, foram identificados vários antígenos de L. donovani utilizando 

soros e parasitos isolados de pacientes indianos permitindo concluir que a abordagem 

imunoproteômica produz uma compreensiva e altamente resolvida representação da 

antigenicidade de L. donovani e da especificidade da resposta imune anti-leishmania em 

pacientes com LV (Forgber et al., 2006). Da mesma forma, foram identificados antígenos 

em extrato de proteínas de promastigotas e amastigota-like de L. infatum reconhecidos 

por anticorpos presentes em soro de cães com LV, assintomáticos e sintomáticos (Coelho 

et al., 2012). 

Em síntese, os estudos proteômicos com Leishmania já demonstraram a diferença 

de abundância protéica entre amastigotas de cultivo in vitro e promastigotas e a 

possibilidade de utilização da “Imunoproteômica” como uma abordagem adequada para 

mapeamento da antigenicidade na leishmaniose. Neste sentido, nosso grupo publicou 

alguns artigos importantes. Costa et al., 2011 realizaram um estudo proteômico de L. 
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infantum comparando a abundância diferencial de proteínas entre formas amastigotas   

e promastigotas por meio da tecnologia de DIGE (differential gel electrophoresis) e ainda 

a identificação de proteínas imunogênicas nessa espécie associando a 2-DE (eletroforese 

bi-dimensional) e western blot com soros caninos. Essa abordagem nos permitiu 

identificar novos alvos para diagnóstico e vacina na LV canina. Lima et al., 2016 

identificaram, através de estudo imunoproteômico, proteínas secretadas de L. 

amazonensis, L. braziliensis e L. infantum que podem ser usadas como alvos para 

detecção antigênica em infecções por Leishmania. Entretanto, trabalhos acerca das 

diferenças entre os níveis de proteínas e antigenicidade específica entre as três espécies 

de Leishmania mais frequentes no Brasil: L. amazonensis, L. braziliensis e L. infatum são 

ainda inéditos apesar da potencial aplicação.  

1.5 Redes biológicas moleculares 
 

Estudos em larga escala como os que usam abordagem genômica e/ou 

proteômica, geram um grande número de dados que precisam ser interpretados do 

ponto de vista biológico. Dessa forma, a modelagem de sistemas biológicos é uma 

ferramenta que permite extrair informações biologicamente relevantes de dados 

produzidos por métodos de larga escala, além disso, permite a integração de dados de 

diferentes experimentos para produção de modelos mais acurados (Chuang et al., 2010; 

Faria et al., 2014; Schmid & Blank, 2010). Entre as abordagens de modelagem de sistemas 

biológicos estão a predição de redes de interação proteína-proteína (De Las Rivas et al., 

2010), reconstrução de modelos metabólicos baseados em dados de genômica (Baart & 

Martens et al., 2012) e redes de corregulação gênica geralmente associada a dados de 

transcriptômica (Belcastro et al., 2011). Atualmente, esses modelos existem para uma 

grande diversidade de organismos, incluindo espécies procariotas, archaea e eucariotas 

(Reed et al., 2006; Faria et al., 2014). Entretanto, devido as limitações de informação 

geradas nas técnicas de larga escala e dificuldade matemática de modelagem, os modelos 

são considerados aproximações otimizadas e desvios podem ocorrer em relação à 

consequência da expressão gênica na atividade metabólica. Para uma real associação, é 

necessária a integração de outros fatores, dos quais podemos citar a atividade da RNA 
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polimerase, fatores de transcrição, promotores, entre outros (Struhl, 1999; Faria et al., 

2014).   

As redes biológicas revelam as associações entre o genoma e o metabolismo, 

permitindo compreender o funcionamento de determinado organismo, através dos 

dados de expressão gênica e proteômica (Ihmels et al., 2004; Kharchenko et al., 2005; Pal 

et al., 2005; Notebaart et al., 2006). Devido às dificuldades dos métodos experimentais, 

diferentes abordagens computacionais foram desenvolvidas nos últimos anos para 

predizer interações entre genes baseadas apenas em sequência genômica ou em 

combinação com dados experimentais (Date & Stoeckert, 2006).  Entre estas 

metodologias podemos citar (i) o perfil filogenético ou “Interlog” que transfere a 

informação de interações entre ortólogos ou proteínas com alta similaridade de 

sequência, (ii) a metodologia “rosetta stone” (Bowers, et al., 2004) que sugere que duas 

proteínas de um organismo tem alta chance de interação se existirem como um único 

gene abrangendo as duas sequências em outros genomas, o que indica uma forte 

atividade cooperativa entre estas proteínas e (iii) co-expressão conservada baseado na 

premissa que genes que interagem apresentam o mesmo padrão de expressão em 

diferentes condições (Bernstein et al., 1977; Ihmels et al. 2004; Bowers et al., 2004).  

Muitas dessas redes biológicas têm sido reconstruídas para uma variedade de 

organismos patogênicos (Jamshidi & Palsson 2007; Plata et al., 2010; Chavali et al., 2012), 

dentre eles, podemos destacar a Leishmania major, agente da LT, no Velho Mundo 

(Chavali et al 2008; 2012).  Esses estudos permitem identificar possíveis alvos, de diversos 

processos intracelulares do organismo, que podem influenciar na virulência e 

desenvolvimento desses patógenos.  

As redes biológicas já foram usadas para vários protozoários. Hans & Collins 2012 

buscaram compreender melhor o metabolismo de Giardia lamblia, para identificar 

possíveis alvos terapêuticos. Considerando a resistência de algumas cepas de 

Plasmodium falciparum, à terapêutica disponível, foi realizada uma análise de balanço de 

fluxo com o objetivo de identificar genes essenciais, alvos para drogas, além de permitir 

a melhor compreensão da biologia do parasito (Plata et al.,2010). Além disso, modelos 

biológicos permitiram um melhor entendimento da interação entre uma cepa de 

Toxoplasma gondii e sua capacidade de causar doença, e foi proposta a reconstrução da 

rede metabólica desse coccídeo (Song et al., 2013).  
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Chavali et al., 2008 apresentaram uma rede metabólica de L. major com 560 

genes, 1112 reações e 1101 metabólitos. A comparação dessa rede, com a de humanos, 

permitiu a identificação de fatores únicos nesses tripanosomatídeos que podem estar 

associados à patogenicidade e virulência. Além disso, o conhecimento dessas diferenças 

pode auxiliar na descoberta de novos alvos de diagnóstico e terapêuticos. O diagnóstico 

rápido e eficaz possui alguns desdobramentos, dentre os quais podemos destacar o 

tratamento. Entretanto, a terapêutica das leishmanioses, muitas vezes, utiliza drogas 

caras ou tóxicas ou ambas, e frequentemente, requerem longos períodos de terapia. 

Nesse contexto, alguns estudos, utilizando as redes biológicas, buscam por novos alvos 

terapêuticos (Rezende et al., 2012). Além disso, Flórez et al., 2010 propuseram a 

exploração das redes de interações de proteínas de L. major, com interesse singular as 

cinases, proteínas importantes na sobrevivência do parasito, que poderiam revelar alvos 

para novos fármacos. 
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2 INTRODUÇÃO 

Várias espécies de Leishmania são capazes de infectar o homem e provocar uma 

grande diversidade clínica da enfermidade. No Brasil, as espécies Leishmania 

(Leishmania) amazonensis e L. (Viania) braziliensis, além de amplamente distribuídas, são 

consideradas as principais causadoras da leishmaniose tegumentar (LT), enquanto L. (L.) 

infantum é o agente etiológico da leishmaniose visceral (LV). Acredita-se que proteínas 

figuram dentre os fatores do parasito que podem estar associados à determinação das 

formas clínicas, uma vez que as diferenças biológicas entre organismos que compartilham 

um genoma semelhante podem estar associadas a variações nos níveis de proteínas entre 

estes organismos.  Embora uma grande quantidade de proteínas possam apresentar 

quantificação diferencial, o entendimento completo dos processos pode ser laborioso 

devido ao grande volume de dados e a anotação das proteínas ser falha para indicar todos 

os processos biológicos da qual elas participam. Considerando que proteínas com 

potencial de interação física entre si possuem maior probabilidade de participarem de 

um mesmo processo biológico, integração de dados de proteômica em redes de 

interação proteína-proteína podem auxiliar a compreensão do funcionamento de 

determinado organismo. Essa associação é muitas vezes expressa através das redes 

biológicas.   

Além disso, o conhecimento dos processos biológicos, dos quais participam as 

proteínas, pode permitir a identificação de possíveis fatores associados à patogenicidade, 

virulência, mecanismos de infecção e sobrevivência no hospedeiro, alvos para drogas, 

antígenos para testes de diagnóstico e compostos vacinais, além de permitir a melhor 

compreensão da biologia do parasito. 

Por outro lado, o diagnóstico preciso das leishmanioses, tem implicação em 

diversos aspectos clínicos e epidemiológicos, como por exemplo, avaliação das medidas 

de controle, eficácia de tratamento, diminuição da morbi-mortalidade, dentre outros. 

Alguns dos métodos utilizados para o diagnóstico das leishmanioses, apesar da 

sensibilidade satisfatória, apresentam baixa especificidade, sendo esta uma das principais 

desvantagens dos métodos que utilizam antígenos não purificados, não sendo incomum 

a reatividade cruzada com outras parasitoses. Nesse contexto antígenos purificados 

sintéticos ou recombinantes têm sido identificados com objetivo de melhorar o 

diagnóstico sorológico dessa parasitose. No entanto, esses testes são pouco empregados 
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no diagnóstico da LT devido a uma fraca resposta humoral nessa forma da doença, 

resultando em uma baixa sensibilidade do teste (Kar, 1995; Goto & Lindoso, 2010; Vries 

et al., 2015). Contudo, estudos recentes sugerem que a incorporação de antígenos 

recombinates purificados de Leishmania pode ajudar a resolver essas questões. 

Além disso, sabemos que a ativação de células B e T e, consequentemente, a 

produção de anticorpos estão, comumente, associadas a estimulação por proteínas 

abundantes e imunogênicas (Shrefller et al., 1993; Rafati et al., 2007; Khare et al., 2016). 

Essas podem, então, constituir candidatos potenciais para utilização em testes 

sorológicos e vacinas. As proteínas e/ou epitopos selecionados têm sido utilizadas como 

antígenos em métodos de diagnóstico sorológico, de forma eficiente, principalmente, 

para LV (Shreffler et al., 1993; Leifso et al., 2007; Salles et al., 2017). Entretanto, a 

aplicação para a forma tegumentar da doença é limitada devido à baixa sensibilidade e 

especificidade variável dos testes disponíveis, atualmente.  
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3 JUSTIVICATIVA 

A busca por novos antígenos é importante para o desenvolvimento de um método 

de diagnóstico mais rápido e preciso das leishmanioses. Dessa forma, para contribuir com 

o entendimento da biologia das espécies de Leishmania mais prevalentes e amplamente 

distribuídas em nosso país, utilizamos uma abordagem proteômica para identificação de 

proteínas diferencialmente abundantes entre L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. 

(L.) infantum. Essas proteínas diferencialmente abundantes entre as espécies podem 

estar associadas a uma série de processos biológicos, inclusive com a estimulação da 

resposta imunológica dos hospedeiros vertebrados. Assim, decidimos avaliar se essas 

proteínas são reativas a soros de pacientes com as diferentes formas clínicas das 

leishmanioses e, sobretudo, quais as proteínas em que há correlação entre espécie e 

forma clínica da doença, permitindo identificar antígenos promissores para o 

desenvolvimento de um teste sorológico para diagnóstico da LT. 
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4 OBJETIVOS  

4.1 Objetivo Geral 

 

Identificar proteínas diferencialmente abundantes e antigênicas em Leishmania 

(Leishmania) amazonensis, L. (Viannia) braziliensis e L. (L.) infantum. 

 

4.2 Objetivos específicos  
 

 Identificar e categorizar proteínas diferencialmente abundantes entre L. 

amazonensis, L. braziliensis e L. infantum; 

 Identificar potenciais fatores de virulência e sobrevivência de Leishmania 

infantum, permitindo estabelecer as diferenças dessa espécie em relação a 

espécies causadoras da LT humana no Novo Mundo. 

 Selecionar e identificar proteínas antigênicas de L. amazonensis, L. braziliensis 

e L. infantum; 

 Selecionar epitopos para células B a partir das proteínas mais abundantes e 

antigênicas; 

 Avaliar a reatividade dos epitopos com os soros de pacientes com LT e LV em 

imunoensaio. 
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5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Primeiramente, identificamos as proteínas diferencialmente abundantes entre L. 

amazonensis, L. braziliensis e L. infantum. Em seguida, categorizamos essas proteínas e 

montamos as redes biológicas para cada uma das espécies. Posteriormente, 

selecionamos dentre as proteínas diferencialmente abundantes quais eram também 

antigênicas. Para estas proteínas foi feita a predição dos epítopos B e a seleção dos 

peptídeos potenciais para o diagnóstico sorológico da LT. O delineamento experimental 

está resumido na figura 1.  

 

 

Figura 1: Delineamento experimental.  
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6 MATERIAIS E MÉTODOS  

O projeto teve aprovação na Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (Conep) do 

Ministério da Saúde – CAAE: 30429114.1.3001.5091. 

 

6.1 Parasitos/ extrato protéico 

 

Formas promastigotas de L. amazonensis, cepa: IFLA/BR/1967/PH8, L. braziliensis, 

cepa: MHOM/BR/1975/M2904 e L. infantum, cepa: MHOM/BR/1972/BH46 foram 

cultivadas e mantidas em meio LIT, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 

antibiótico, em estufa B.O.D a 26 °C. Foram realizados repasses sucessivos para o 

crescimento das culturas, e para cada espécie de Leishmania foram obtidos no mínimo 

três cultivos independentes e simultâneos na fase exponencial de crescimento, a fim de 

normalizar a variabilidade biológica nos experiementos posteriores.  

A extração de proteínas foi realizada ressuspendendo os parasitos em tampão de 

lise (8 M uréia, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 65mM dithiothreitol (DTT), 40 mM Tris base, e 

1% de “MIX” de inibidor de protease, GE Healhtcare, San Francisco,CA). Em seguida, as 

amostras foram incubadas por 2 horas à temperatura ambiente sob agitação de 2000 

RPM. Após esse período, a solução passou por um processo de lise mecânica utilizando 

uma agulha 26G. O conteúdo foi, então, centrifugado por 30 minutos a 10000 RPM e o 

sobrenadante aliquotado e acondicionado no freezer -70°C. As proteínas foram dosadas 

usando o 2D-Quant kit (GE Healthcare) de acordo com as instruções do fabricante. 

 

 6.2 Eletroforese bi-dimensional- 2-DE 

 

Para análise do perfil proteômico entre as espécies, inicialmente foi feita a 

avaliação da qualidade e reprodutibilidade dos géis 2-DE e em seguida os parâmetros 

determinados foram utilizados na análise de expressão diferencial (DIGE).  

 

 

a) Avaliação da qualidade e reprodutibilidade das amostras 

http://conselho.saude.gov.br/web_comissoes/conep/index.html
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Géis 2-DE provenientes de três cultivos independentes, de cada uma das espécies 

estudadas, foram preparados e o coeficiente de correlação entre as amostras biológicas 

de cada espécie foi calculado. 

Amostras protéicas foram diluídas em tampão IEF (8M Uréia, 2M Tiouréia, 4% 

CHAPS, 0,0025% Azul de Bromofenol), e 900 µg de proteínas foram adicionadas nas strips 

de 18 cm, contendo 1 % de IPG buffer (Immobiline™ DryStrip, pH 4–7, GE Healthcare, 

Piscataway, NJ). Após hidratação passiva, a focalização isoelétrica se deu com os 

seguintes parâmetros: passo 1 - 500V por 6h; passo 2 -  1000V por 1h e 30min; passo 3 – 

8000V por 2h; passo 4 –8000V, até acumular 40000Vh; passo 5 – 500V por 1 h; passo 6 

– 500V(hold). Após a focalização isoelétrica, as strips foram equilibradas com Tampão de 

Equilíbrio (50 mM de Tris 1,5M pH 8,8, 6M Uréia, 30% Glicerol, 2% SDS, 0,001% Azul de 

Bromofenol)  contendo10mg/mL de DTT (Ditiotreitol) por 15 minutos sob leve agitação. 

E posteriormente, com Tampão de Equilíbrio contendo 25mg/mL de IAA (Iodoacetamida) 

nas mesmas condições. As strips foram então transferidas para um gel de poliacrilamida 

a 12% para eletroforese nas seguintes voltagens: 50 volts/gel e 25mA/gel por 15 minutos 

e 100 volts/gel e 50mA/gel até o fim da corrida.  

As imagens dos géis corados pelo coomassie G-250 (Neuhoff, 1988) foram 

digitalizadas utilizando ImageScanner (AmershamBiosciences) e analisadas através do 

programa Image Master 2D Platinum 5.0 (GEHealthcare) para identificar os índices de 

correlação entre as imagens. Os spots foram detectados pelo programa a partir da 

definição dos seguintes parâmetros: smooth, área mínima, saliência; e posteriormente 

foi feita a edição manual, para eliminação de artefatos, erroneamente detectados.  Em 

seguida, foi realizada a sobreposição das imagens para fazer o macth, e, posteriormente, 

por meio do programa ImageMaster foi calculada a intensidade e o volume relativos 

normalizados para cada spot. 

 

b) Differential Gel Electrophoresis (DIGE)  

A técnica Gel de Eletroforese Diferencial foi utilizada para avaliar a abundância 

diferencial das proteínas entre L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum. 

O pool dos extratos protéicos de promastigotas de cada uma das espécies foram 

marcados com o fluoróforo CyDye™ (GE Healthcare), conforme o delineamento 

experimental (tabela 1). A marcação das proteínas foi realizada de modo a ocorrer a 
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inversão das amostras com diferentes fluoróforos (DyeSwab com Cy3 e Cy5), e para 

normalização dos dados, uma mistura em iguais quantidades de todas as amostras foi 

marcada com o fluoróforo Cy2, sendo este o padrão interno. 

Para a marcação foi utilizado 400 pmol de cada fluoróforo (Cy2, Cy3 e Cy5) e 

150ug de proteína. As amostras marcadas foram homogeneizadas, centrifugadas e 

mantidas no gelo por 30 minutos. Posteriormente, foi acrescentado 1µl de L-Lisina 10 

mM e, foram mantidas no gelo por 10 minutos, sob o abrigo da luz. As amostras foram, 

então, tratadas com 2% de dithiothreitol (DTT), 1 % de IPG buffer em tampão de amostra 

(7M Uréia, 2M Tiouréia, 4% CHAPS) e incubado por 10 minutos no gelo sobre o abrigo de 

luz.  Esta solução foi aplicada em strips de 18 cm (Immobiline™ DryStrip, GE Healthcare) 

com pH 4–7 durante 12 horas, para hidratação passiva. Em seguida, procedeu-se a 

separação eletroforética (os 5 géis juntos) de acordo com protocolo descrito 

anteriormente. Imediatamente após a eletroforese, os géis foram digitalizados usando 

Typhoon Trio (GE Healthcare Inglaterra) com excitação/emissão de comprimentos de 

onda específicos para Cy2 (488/520 nm), Cy3 (532/580 nm) e Cy5 (633/670 nm).  As 

imagens foram analisadas no programa DeCYDER (GE Healthcare) e os géis foram, 

posteriormente, corados por comassie (CoomassieBrilliant Blue G – 250) (Neuhoff, 1988), 

para a excisão manual dos spots selecionados. 

 

Tabela 1: Esquema de marcação com CyDye dos extratos protéicos de 

Leishmania amazonensis, L. braziliensis e L. infantum.  

Corante 

Gel 

Cy3 

(extrato) 

Cy5 

(extrato) 

Cy2 

(extrato) 

Gel 1 L. amazonensis L. braziliensis Mix das amostras* 

Gel 2 L. braziliensis L. infantum Mix das amostras* 

Gel 3 L. amazonensis L. infantum Mix das amostras* 

Gel 4 L. infantum L. amazonensis Mix das amostras* 

Gel 5 L. braziliensis L. amazonensis Mix das amostras* 

* L.amazonensis, L. braziliensis e L. infatum 
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 6.3 Análise dos géis DIGE  

 

Os géis DIGE foram analisados utilizando o software DeCyder™ 2-D Differential 

Analysis Software v 7.2 (GE - Healthcare). Esse software é dividido em módulos, sendo 

eles: Image Loader, Organizer, Differential in-gel Analysis (DIA), Biological Variation Analysis 

(BVA), e o Extended Data Analysis (EDA), conforme exemplificado na Figura 2.   

 

 

 

Figura 2: Esquema de análise do software DeCyder™ 2-D 
Differential Analysis Software v7.2 (GE - Healthcare). O 
software é dividido em 4 módulos principais: Image 
Loader, Differential in-gel Analysis (DIA), Biological 
Variation Analysis (BVA), e o Extended Data Analysis 
(EDA). 

 

Inicialmente, no módulo Image Loader ocorreu a edição das imagens, que em 

seguida foram agrupadas no módulo Organizer. No Differential in gel Analysis (DIA) os 

spots foram detectados e quantificados de acordo com os seguintes parâmetros: slope, 

volume, área e o tamanho do pico. Para eliminação de artefatos, detectados como spots, 

foram desconsiderados aqueles que apresentaram slope≥0,87 e área ≤350.  

As imagens foram exportadas para o Biological Variation Analysis (BVA), e no 

modo Spot Map Mode foi inserido o desenho experimental que permitiu a realização das 

análises estatísticas posteriores. A análise comparativa foi feita no Match Mode, a partir 

da sobreposição das imagens dos géis. No modo Protein Mode é possível visualizar 
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diversos dados dos spots (massa molecular e ponto isoelétrico), bem como valores de 

testes estatísticos (One-Way ANOVA, Two-Way ANOVA e Test T Student). Essas 

informações permitem filtrar somente os spots de interesse, como por exemplo, aqueles 

estatisticamente significativos em relação a sua intensidade. A sobreposição das imagens 

das três espécies estudadas para a seleção dos spots diferencialmente intensos foi 

realizada no Match Mode. Posteriormente os spots selecionados foram submetidos a 

testes estatísticos: One-Way ANOVA e Test T Student, no Protein Mode, e considerados 

como diferencialmente intensos, quando P≤0,05. 

Os spots selecionados como diferencialmente intensos foram retirados dos géis, 

processados e identificados por espectrometria de massas MALDI-Tof/Tof.   

 

6.4 Identificação das proteínas (MALDI – TOF/TOF) 

 

Os spots de interesse foram retirados dos géis e processados individualmente. 

Para descoloração dos fragmentos, foram realizadas três lavagens de 15 minutos, 

utilizando 400μl de bicarbonato de amônio a 25mM e 50% v/v de acetonitrila, sob 

agitação constante. Em seguida, os fragmentos de géis foram desidratados com 

acetonitrila PA por 5min. Após remoção da acetonitrila e secagem dos fragmentos, os 

mesmos foram reidratados com 10μl de tripsina (Promega), a 20 ng/μl em 25mM de 

bicarbonato de amônio por 16 h a 37°C, para a digestão das proteínas. Posteriormente, 

os peptídeos tripsinizados foram extraídos através da lavagem com 30μl de acetonitrila 

50%/ácido fórmico 5% por duas vezes, por 15 minutos, sob agitação constante. Em 

seguida, o volume dessa solução foi reduzido em SpeedVac (Savant) a um volume de 

aproximadamente 10μl. Por fim, as soluções concentradas de cada um dos spots foram 

dessalinizadas utilizando coluna C18 de troca reversa Zip-Tip® (C18 resina; P10, Millipore 

Corporation, Bedford, MA). Os peptídeos foram eluídos da coluna com solução de 

acetonitrila 50% /ácido trifluoracético 0,1% e congelados a -20°C até o momento do uso. 

As amostras foram, então, misturadas à matriz [10mg/mL de R-cyano-4-

hydroxycinnamic acid (Aldrich, Milwaukee, WI) em acetonitrila 50%/ácido trifluoracético 

0,1%] e aplicadas na placa MTP AnchorChip™ 600/384 (Bruker Daltonics) para análise por 

MALDI/ToF-Tof (Bruker, AUTOFLEX, 3.0). Ambos MS e MS/MS foram adquiridos com o 
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laser neodymium-doped yttrium aluminum garnet (Nd:YAG) com 200-Hz. Os espectros 

foram editados usando os programas FlexAnalysis e Biotools. A busca foi realizada através 

do programa MASCOT (http//:www.matrixscience.com), usando o banco de dados do 

National Center for Biotechnology (NCBI). Os parâmetros de busca foram: tolerância de 

desvio de massa molecular entre 100-200ppm, carbamidometilação, máximo de um sítio 

tríptico de corte não clivado e oxidação da metionina. Apenas proteínas com valores de 

score P ≤ 0,05 foram consideradas. 

 

6.5 Análises de Bioinformática e identificação de processos biológicos associados 
com proteínas diferencialmente abundantes  

 

Inicialmente, a diferença entre o perfil global de proteínas das diferentes espécies 

foi analisada através da construção de um heatmap utilizando o pacote gplots e 

heatmap2 implementado na plataforma R (Core Team, 2013).  

Para avaliar as potenciais relações das proteínas diferencialmente abundantes na 

participação das modulações de processos biológicos, foram preditas redes de interações 

proteína-proteína entre todas as proteínas identificadas como diferencialmente 

presentes em uma determinada espécie em relação às outras duas. Sequências “fasta” 

de cada proteína foram primeiramente recuperadas do banco de dados TriTrypDB (Aslett 

et al., 2010) versão 30, e foram utilizadas como arquivo de entrada na ferramenta de 

busca do banco de dados STRING (Szklarczyk et al., 2015) versão 10.0, utilizando um valor 

de corte de interação de 0,7. As redes construídas foram posteriormente visualizadas e 

analisadas no programa Cytoscape versão 3.3.4 (Cline et al., 2007). 

Para análise de enriquecimento de função biológica associada às proteínas 

diferencialmente abundantes, inicialmente os termos de ontologia gênica (GO) para 

todas as proteínas do proteoma de cada espécie foram identificados utilizando a 

ferramenta Goanna implementada no website AgBase (Mccarthy et al., 2006). A busca 

por GO foi realizada utilizando o programa BLASTp (Altschul, 1997) contra o banco de 

dados SwissProt (Boutet et al., 2016) utilizando um valor esperado de 10−5, tamanho da 

palavra (word size) igual a 3, matriz de substituição BLOSUM62 e filtro de baixa 

complexidade ligado (Mendes et al., 2013).  Os termos de GO relacionado a processos 
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biológicos mais significativos para cada rede de interação proteína-proteína foi 

identificado utilizando o método de distribuição hipergeométrica, com correção de valor 

de probabilidade pelo método de taxa de falsas descobertas (FDR - false discovery rate) 

para minimização de resultados falsos positivos. Esta análise de GO foi realizada 

utilizando o pacote BINGO, (Maere et al., 2005) implementado no programa Cytoscape e 

foi considerado significativo um processo biológico com valor-p corrigido menor que 

0,05.  

 

6.6 Imunoproteômica 

  

Os soros utilizados nesse estudo foram cedidos pelo colaborador do projeto Dr. 

Edward José Oliveira, pesquisador do Laboratório de Análises Clínicas do Centro de 

Pesquisas René Rachou. Constam 30 soros de indivíduos saudáveis (exclusão pelo ELISA 

rK39), 30 soros de pacientes diagnosticados com LT (exame clínico e RIFI) e 30 soros de 

pacientes diagnosticados com LV (exame clínico e DAT-LPC). Para realização dos 

experimentos foram feitos pools do total de soros de cada uma das três condições 

citadas; para cada condição (forma clínica) foram utilizados 20µl de cada amostra, 

totalizando 600µl para cada pool.  

 A seleção de spots imunogênicos nos extratos protéicos das espécies de 

Leishmania utilizadas foi realizada em 2 etapas: a) padronização do western blot e b) 

western blot a partir de géis 2-DE. 

 

a) Padronização do Western blot 

A padronização da reação foi realizada com extratos protéicos fracionados por 

SDS-PAGE. Vinte microgramas do extrato protéico, de cada uma das três espécies 

estudadas, foi separado através de eletroforese em gel de poliacrilamida 12%, seguida 

de transferência para membrana de nitrocelulose, 0.45 µm AmershamHybond – ECL, 

utilizando o equipamento Semidry-transfer Unit (GE Healthcare). As membranas foram, 

então, incubadas com solução de bloqueio (5% de leite desnatado Molico em 20mM de 

Tris e 500mM de NaCl, ph 7.4) a 4°C por 18 horas. A membrana foi separada em tiras, 

individualizando cada canaleta, e essas foram incubadas com os pools de soros de 
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pacientes com LT e LV e pool de soros de indivíduos não infectados (controle) nas 

diluições 1:160, 1:320 e 1:640, em solução de bloqueio. O anti-IgG humano conjugado 

com peroxidase foi avaliado nas diluições 1:100.000 e 1:200.000 em solução de bloqueio. 

Por fim, a revelação foi realizada, com todas as membranas ao mesmo tempo, através de 

quimioluminescência, com o cromógeno ECL Plus™ (GE healthcare), com tempo de 

exposição de 1 minuto.  

b) Western blot a partir de géis 2-DE 

Após a determinação das melhores condições do western blot, a seleção de 

proteínas antigênicas foi realizada a partir de fracionamento dos extratos proteícos por 

2DE, descrita anteriormente (5.6-a), transferidos para membrana de nitrocelulose, 0.45 

µm AmershamHybond – ECL, utilizando o equipamento Semidry-transfer Unit (GE 

Healthcare) e, então, reveladas para as três condições de soros (LT, LV e controle), 

conforme a padronização.  As membranas foram digitalizadas utilizando ImageScanner 

(AmershamBiosciences) e as imagens analisadas através do programa Image Master 2D 

Platinum 5.0 (GEHealthcare), que permite a normalização do background e o cálculo do 

número de spots e da intensidade dos mesmos. A partir da sobreposição das imagens das 

membranas reveladas no WB (utilizando como referência os marcadores de ponto 

isoelétrico-pI e de massa molecular-MM) com os géis DIGE, foi determinada a posição 

dos spots imunogênicos e que também apresentaram diferença de intensidade e 

consequentemente a identificação das proteínas correspondentes. 

 

6.7 Predição de epitopos lineares de células B 
 

As proteínas selecionadas para esta análise atendiam a dois critérios: reatividade 

no western blot exclusivamente para uma das formas clínicas e aumento de abundância 

numa espécie em relação às outras.  

As sequências de aminoácidos das proteínas foram adquiridas nos bancos de 

dados no NCBI, através do número de acesso de cada uma delas. Posteriormente, essas 

sequências foram submetidas aos softwares: BCPreds 

(http://ailab.cs.iastate.edu/bcpreds) e ABCPred 
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(http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred). Esses programas usam modelos 

matemáticos que prevêem a localização de epitopos lineares de células B, através da 

comparação de sequências e propriedades físico-químicas de epitopos previamente 

identificados em diferentes modelos (Yang & Yu 2009). Além disso, são consagrados pela 

literatura (Saha & Raghava 2006; El-Manzalawy et al., 2008; Meens et al. 2009).  

Os parâmentos usados para a predição dos epitopos foram comprimento de até 

14 aminoácidos e Threshold de 0,80 para ABCPred ou 80% para BCPreds. Foram 

considerados aqueles que apresentaram predição pelos dois softwares 

simultaneamente, e que tivessem tamanho entre nove e 14 aminoácidos, devido à 

abertura da fenda dos anticorpos na qual se ligam os epitopos que comporta 

aproximadamente 10 aminoácidos (Lopes, 2006). 

Além disso, uma pesquisa foi realizada no GeneDB (http://www.genedb.org/) 

para verificar a homologia dos epítopos mapeados em relação aos seus ortólogos em T. 

cruzi, através do Blastp.   

 

6.8  Imunoensaio em técnica de spot síntese  
 

Os peptídeos selecionados por análise de bioinformática foram submetidos à 

síntese em membrana (“spot síntese”) no aparelho ResPep SL (IntavisAG, Bioanalytical 

Instruments).  

A síntese dos peptídeos em fase sólida iniciou-se pelo C-terminal do último 

aminoácido das seqüências estabelecidas. O Fmoc, grupamento protetor, foi desligado 

pela adição de piperidina 20% em dimetilformamida (DMF), e as funções aminas foram 

recuperadas, e assim, puderam reagir com o aminoácido a ser acoplado. O 

monitomaneto das reações de ligação se deu por alteração de coloração dos spots, 

devido à reação de azul de bromofenol, demonstrando ausência de aminas livres e, 

portanto, confirmando o acoplamento. Usamos anidrido acético 10% em DMF a fim de 

evitar reações colaterais de funções NH2 livres ou que não reagiram com os aminoácidos 

posteriormente adicionados, evitando a formação de sequências erradas ou ligações 

indesejáveis. Os grupos laterais dos aminoácidos foram desprotegidos com ácido 

trifluoracético (TFA) associado a diclorometano e trietilsilano, ao final da síntese.  
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As membranas de celulose contendo os peptídeos (três replicatas) foram lavadas 

por cinco minutos com PBS pH 7,4, por três vezes. Posteriormente, foram incubadas com 

solução de bloqueio (PBS/T 0,1%, 3% de BSA e 5% de sacarose), por 18 horas. Após 

lavagem de 10 minutos com PBS/T 0,1%, cada replicata de membrana foi incubada por 

duas horas, sob agitação constante com um dos pools de soros (pacientes com LT, 

pacientes com LV e de indivíduos saudáveis) diluídos em solução de bloqueio, nas 

concentrações de 1:160, 1:640 e 1:160, respectivamente. Em seguida, as membranas 

foram lavadas três vezes por 10 minutos com PBS/T 0,1%, e incubadas com solução de 

bloqueio contendo o anticorpo conjugado com peroxidase diluído a 1:100.000. As 

membranas foram, então, lavadas três vezes, de 10 minutos cada, com PBS/T 0,1%, 

seguida pela revelação com ECL.  

Com propósito de reutilizar as membranas após revelação por 

quimioluminescência, as membranas foram submetidas a um tratamento de 

regeneração. A retirada dos complexos moleculares ligados aos peptídeos foi realizada 

com solução contendo uréia (8 M), SDS (1%) e β-mercaptoetanol (0,1%). Procedeu-se, 

então, lavagens com etanol (50%) e ácido acético (10%), para remoção da uréia. A fim de 

minimizar a hidratação dos peptídeos ao final do processo, as membranas foram lavadas 

com metanol e armazenadas a - 20°C, após secarem. Estes procedimentos permitiram a 

reutilização das membranas sem redução da reatividade (Tabela 2).  

A intensidade relativa (IR) da reação dos soros com cada peptídeo foi determinada 

pela razão dos valores de intensidade de um mesmo peptídeo com os pools dos soros 

utilizados, por meio do software Image J. Foram selecionados todos os peptídeos com IR 

superior a 2,0 em relação ao controle e entre as formas clínicas. 

Tabela 2: Esquema de utilização das membranas e dos pools de soros de 

pacientes diagnosticados com Leishmaniose Visceral (LV), Leishmaniose 

Tegumentar (LT) e soros de indivíduos saudavéis (Controle). 

Experimento 1 2 3 

Membrana Pool de soros Pool de soros Pool de soros 

1 LT Controle LV 

2 LV LT Controle 

3 Controle LV LT 
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7 RESULTADOS 

7.1 Análise da reprodutibilidade dos Géis 2-DE    

 

Para cada uma das espécies, foram confeccionados três géis 2-DE de 18 cm, pH 4 

- 7, contendo 900ug de proteínas de extratos protéicos distintos para cada espécie. A 

partir desses géis, foi avaliada a reprodutibilidade entre as amostras, através do programa 

Image Master 2D Platinum 6.0 (GE Healthcare). 

As Figuras 3, 4 e 5 representam subsequentemente os géis obtidos para as 

espécies L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum. Observamos que os perfis protéicos 

apresentaram alta reprodutibilidade nas três espécies estudadas, principalmente em 

relação ao número, intensidade e distribuição dos spots nos géis. Os géis 2-DE dos 

extratos de L. amazonensis apresentaram uma média de 843 spots e índice de correlação 

de 0,81 (Figura 3). Para L.braziliensis a média de spots visualizados foi de 938 e índice de 

correlação entre os géis de 0,93 (Figura 4); e nos géis de L. infantum foi observada uma 

média de 1082 spots com índice de correlação de 0,90 (Figura 5). Os gráficos com os 

índices de correlação podem ser observados na figura 6. Nessa análise, os índices de 

correlação com valores próximos a 1 significam 100% de correlação entre as posições 

relativas dos spots nos géis, e esse índice é aceitável quando > 0,8 (Weiss & Görg, 2007).  
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Figura 3: Imagem representativa dos Géis 2-DE de L. amazonensis. SDS-PAGE 12%, corado por Comassie Brilliant blue G250, obtido 
a partir de tiras de 18 cm, pH 4-7, hidratadas com 900ug de extrato protéico de L. amazonensis. A1, A2 e A3 são triplicatas dos 
extratos de proteínas de cultivos independentes de L. amazonensis.  
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Figura 4: Imagem representativa dos Géis 2-DE de L. braziliensis. SDS-PAGE 12%, corado por Comassie Brilliant blue G250, obtido a partir 
de tiras de 18 cm, pH 4-7, hidratadas com 900ug de extrato protéico de L. braziliensis. B1, B2 e B3 são triplicatas dos extratos de proteínas 
de cultivos independentes de L. braziliensis.  
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Figura 5: Imagem representativa dos Géis 2-DE de  L. infantum.  SDS-PAGE 12%, corado por Comassie Brilliant blue G250, obtido a partir de 
tiras de 18 cm, pH 4-7, hidratadas com 900 ug de extrato protéico de L. infantum. C1, C2 e C3 são triplicatas dos extratos de proteínas de 
cultivos independentes de L. infantum. 
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Figura 6: Índice de correlação. Figura representativa do Scatter Plot da 
comparação da porcentagem do volume de cada spot (eixo x) nos géis das 
triplicatas, em relação ao gel de referência (eixo y), para L. amazonensis, L. 
braziliensis e L. infantum. 

 

7.2 Differential Gel Electrophoresis (DIGE) 

 

Para selecionar proteínas diferencialmente abundantes entre as espécies, os 

extratos protéicos de cada uma delas foram previamente marcados com fluoróforos e, 

em seguida, fracionados em tiras de 18 cm, pH 4-7, seguido de PAGE. Imagens dos géis 

foram obtidas no aparelho Typhoon FLA 9000 (GE-Healthcare) e analisadas utilizando o 

software DeCyder™ 2-D Differential Analysis Software v 7.2 (GE - Healthcare).  

Após edição das imagens e refinamento dos parâmetros, observamos um número 

de spots/gel de 1154 spots para L. amazonenis, 1095 spots para L.braziliensis e 1216 spots 

para L. infantum. Em relação a cada conjunto de géis fluorescentes, observamos: 1119 

spots/imagem no Gel 1, 1127 para o Gel 2, 1308 para o Gel 3, 1305 para o Gel 4 e 1039 

para o Gel 5. Uma imagem de sobreposição dessas marcações foi gerada para cada um 

dos cinco géis. Uma imagem representativa desse experimento é mostrada na Figura 7. 
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A B 

C D 

Figura 7: Imagem representativa da eletroforese diferencial (DIGE). Géis obtidos a partir de tiras de 18 cm, pH 
4 – 7, SDS-PAGE 12%, contendo 50 μg de proteína de cada amostra. A – Mix das amostras (L. amazonensis, 
L. braziliensis e L. infantum) marcadas com Cy2 utilizado para a normalização, sendo o controle interno da 
reação; B –Extrato protéico de L. braziliensis marcado com Cy5; C - Extrato protéico de L. amazonensis 
marcado com Cy3 e D – Sobreposição das 3 imagens (Cy2, Cy3 e Cy5) do Gel fluorescente 1.  
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A sobreposição desses spots, processo chamado de match, foi realizada no 

módulo BVA e os valores de match obtidos foram de aproximadamente 80%, sendo estes 

aceitáveis de acordo com Weiss & Görg, 2007. A diferença de intensidade entre os spots 

foi avaliada através dos testes estatísticos T Student e One-Way ANOVA (P ≤ 0,05). 

Na Figura 8, está representada uma visão 3D de spots com diferença de 

intensidade em cada uma das espécies em relação as outras. 

 

 
 
Figura 8: Visão 3D de spots selecionados com diferença de intensidade nas 
espécies de Leishmania. São mostradas as regiões do gel correspondentes 
ao spot representado (circulado em púrpura) e uma imagem 
tridimensional representativa da intensidade do spot. Em A está 
representado um spot com aumento da intensidade em L.amazonensis em 
relação a L. braziliensis e L. infantum. Em B está representado um outro 
spot com aumento da intensidade em L. braziliensis em relação a L. 
amazonensis e L. infantum. Em C está representado um outro spot com 
aumento da intensidade em L. infantum em relação a L. amazonensis e L. 
braziliensis.   

 

 

 

As análises revelaram um total de 338 spots com diferença de intensidade, sendo 

139 de L. amazonensis, 95 de L. braziliensis e 104 de L. infantum. Durante o processo de 

excisão manual dos spots foram recuperados: 131, 91 e 99 spots, de cada um dessas 
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espécies, respectivamente. Esses spots foram, então, submetidos à Espectrometria de 

Massas, e identificados 113 (86%) spots para L. amazonensis, 77 (85%) spots para L. 

braziliensis, e 70 (71%) para L. infantum.  

Em relação aos spots selecionados é possível fazer a seguinte observação: houve 

compartilhamento de spots com diferença de intensidade entre uma espécie e as outras 

duas, assim, do total de 1154 spots de L. amazonensis, 105 (9,1%) apresentaram 

intensidade aumentada em relação a L. braziliensis e 98 (8,5%) em relação a L. infantum. 

Em L. braziliensis, do total de 1095, 83 (7,6%) spots são mais intensos em relação a L. 

amazonensis e 61 (5,6%) em relação a L. infantum. Já em L. infantum 85 (7,0%) spots 

estavam mais intensos em relação a L. amazonensis e 68 (5,6%) em relação a L. 

braziliensis do total de 1216. Uma visão representativa da porcentagem de spots 

diferencialmente intensos entre as espécies de Leishmania estudadas pode ser 

observada na Figura 9. 

Os spots mais intensos em L.amazonensis em relação a L. braziliensis e/ou L. 

infatum estão destacados na Figura 10, em L.braziliensis os spots com aumento de 

intensidade em relação a L. amazonensis e/ou L. infatum estão marcados na Figura 11. E 

na figura 12 estão selecionados os spots mais intensos em L. infatum, em relação a L. 

amazonenis e/ou L. braziliensis. Nessas figuras pode-se observar spots que foram 

selecionados como mais abundantes em uma espécie em relação as outras duas. Nas 

figuras 10, 11 e 12 mostramos também os géis marcados com os fluoróforos (Cy3 e Cy5), 

nos quais o extrato de uma mesma espécie apresentou inversão da marcação.  
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Figura 9: Representação gráfica da porcentagem de spots mais intensos em L.amazonensis 
(A), L. braziliensis (B) e L. infantum (C): Em A, a porcentagem dos spots sem diferença de 
intensidade (verde), spots mais intensos em L. amazonensis em relação a L. braziliensis 
(azul) e em relação a L. infatum (vermelho). Em B, a porcentagem dos spots sem diferença 
de intensidade (verde), spots mais intensos em L. braziliensis em relação a L. amazonensis 
(amarelo) e em relação a L. infatum (vermelho). Em C, a porcentagem dos spots sem 
diferença de intensidade (verde), spots mais intensos em L. infatum em relação a L. 
amazonensis (amarelo) e em relação a L. braziliensis (azul). 
 
 

 

 

L. amazonensis L. braziliensis L. infantum 



 

Figura 10: Spots mais intensos em L. amazonensis: Géis 2DE de 18 cm, IPG pH 4 a 7, SDS-
PAGE 12%, marcados com os Dyes. A figura mostra a seleção dos spots mais intensos 
em L. amazonensis, em relação a L. braziliensis (círculo) e L. infantum (triângulo). A 
numeração dos spots corresponde a identificação na Tabela suplementar. Os géis 
menores, na lateral direita, representam o extrato de L. amazonensis com inversão da 
marcação pelos fluoróforos, Cy3 (azul) e Cy5 (vermelho). 
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Figura 11: Spots mais intensos em L. braziliensis: Géis 2DE de 18 cm, IPG pH 4 a 7, SDS-PAGE 
12%, marcados com os Dyes. A figura mostra a seleção dos spots mais intensos em L. 
braziliensis em relação a L. amazonensis (círculo) e L. infantum (triângulo). A numeração 
dos spots corresponde a identificação na Tabela suplementar. Os géis menores, na lateral 
direita, representam o extrato de L. braziliensis com inversão da marcação pelos 
fluoróforos, Cy3 (azul) e Cy5 (vermelho). 
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Figura 12: Spots mais intensos em L. infantum: Géis 2DE de 18 cm, IPG pH 4 a 7, SDS-PAGE 

12%, marcados com os Dyes. A figura mostra a seleção dos spots mais intensos em L. 

infantum, em relação a L. amazonensis (círculo) e L. braziliensis (triângulo). A numeração 

dos spots corresponde a identificação na Tabela suplementar.Os géis menores, na lateral 

direita, representam o extrato de L. infatum com inversão da marcação pelos fluoróforos, 

Cy3(azul) e Cy5(vermelho). 

  

7.3 Identificação das Proteínas  

 

 Os 321 spots recuperados dos géis foram submetidos à espectrometria de 

massas e 260 foram identificados. Esses 260 spots equivalem a 223 proteínas, sendo 84 

mais abundantes em L. amazonensis, 71 mais abundantes em L. braziliensis e 68 mais 

abundantes em L. infantum. Entretanto, quando analisamos os dados das três espécies 

em conjunto, é possível observar uma redundância das proteínas, sendo 52 delas 

observadas nas três, ou ao menos, em duas das espécies avaliadas. Assim, totalizaram 

171 proteínas não redundantes, com diferença de abundância em alguma das espécies 

em relação às outras (Tabela Suplementar). 
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7.4 Heatmap 

 

Inicialmente, foi calculado o fold change das proteínas com diferença de 

abundância. Para isso, foram comparados os valores entre duas espécies de Leishmania 

e normalizados em relação a terceira espécie, nomeada denominador. A partir daí, 

foram obtidos o Z score o qual permite comparar duas colunas diferentes e normalizar 

os dados com base na distribuição dos fold change. O Z score leva em conta a média dos 

fold change e o desvio padrão. Essas análises consideram, assim, o fold change de cada 

proteína nas espécies de comparação em relação a espécie ausente.  Para visualizar a 

diferença global dos níveis de proteínas entre as diferentes espécies de Leishmania, 

heatmaps foram construídos (Figura 13). 

Analisando a Figura 13, foi possível observar uma grande variação das proteínas 

com diferença nos níveis de abundância, entre as espécies estudadas. Os heatmaps 

evidenciaram as diferenças de abundância de proteínas entre L. braziliensis e L. infatum 

(figura 13 A), entre L. amazonensis e L. braziliensis (figura 13 B), e, por fim, entre L. 

amazonensis e L. infatum (figura 13 C).  
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Figura 13 A: Heatmap das proteínas com níveis de abundância 
diferentes entre L. braziliensis (Lb) e L. infatum (Li), usando o fold 
change de L. amazonensis, como denominador. 

 

 

Figura 13 B: Heatmap das proteínas com níveis de abundância diferentes 
entre L.amazonensis (La) e L. braziliensis (Lb), usando o fold change de L. 
infatum, como denominador. 

 

 

Figura 13 C: Heatmap das proteínas com níveis de abundância 
diferentes entre L. amazonensis(La) e L. infatum (Li), usando o fold 
change de L. braziliensis, como denominador. 
 

La	 Lb	

La	 Li	
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Pela análise de componente principal (PCA), que representa a diferença 

global das proteínas nas amostras, podemos observar que L. amazonensis e L. 

infatum estão mais próximas, e ambas mais distantes de L. braziliensis; e que a 

primeira ocupa posição central entre as outras duas espécies. Isso poderia ser 

explicado pelo fato de L. amazonensis causar, frequentemente, a forma cutânea da 

doença, assim como L. braziliensis, mas pertencer ao subgênero Leishmania, como 

L. infatum. Além disso, alguns estudos revelaram o potencial visceralizante da L. 

amazonensis (Figura 14).  

 

Figura 14: Análise de componente principal (PCA): Análise de PCA mostrando a 
aproximação de L. infatum e L. amazonenis, e o afastamento da primeira em 
relação a L.braziliensis. As análises consideraram o número e o nível das 
proteínas com diferença de abundância entre as espécies. Os componentes 1 e 
2 representam, juntos, 97,23% da variância dos dados.  
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7.5 Redes biológicas moleculares  
 

Para avaliar quais processos biológicos podem estar associados a essas 

proteínas, diferencialmente presentes entre as espécies, foram construídas redes de 

predição de interação proteína - proteína. As redes também foram construídas, porque 

somente avaliação da anotação das proteínas diferencialmente presentes não é 

suficiente para identificar potenciais processos biológicos associados com variações 

espécie específica. A anotação não indica claramente todas as vias metabólicas e de 

sinalização que uma proteína pode participar.  

A predição de redes de interação entre as proteínas mais abundantes em L. 

amazonensis (Figura 15 A), L. braziliensis (Figura 15 B) e L. infantum (Figura 15 C) 

demonstraram que muitas dessas proteínas interagem entre si. Esse elevado número 

de proteínas com aumento de abundância pode indicar direcionamento para favorecer 

alguns processos. As redes de interação proteína-proteína foram baseadas em dados 

depositados no String. Estas redes de interação representam um subconjunto 

enriquecido de proteínas diferencialmente abundantes de redes de espécies de 

Leishmania previamente construídas com dados da literatura e predição disponivéis no 

String. Cada círculo representa uma proteína, e a possibilidade de interações físicas 

entre duas proteínas é representada por uma aresta que liga dois círculos. Quando um 

círculo, coincide com uma proteína diferencialmente abundante, ele é preenchido com 

a cor preta.  
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Figura 15 A: Rede de predição de interação proteína- proteína de L. 
amazonensis. Os números dos nós representam as proteínas descritas na 
tabela suplementar. Os círculos pretos representam proteínas com 
diferença de abundância, entre as espécies. Os círculos em cinza 
representam proteínas que não foram observadas com diferença de 
abundância, mas participam dos mesmos processos biológicos. 

 

 

 

 

 

 

 



63 
 

 

 

 

 

 

Figura 15 B: Rede de predição de interação proteína- proteína de L. braziliensis. 
Os números dos nós representam as proteínas descritas na tabela 
suplementar. Os círculos pretos representam proteínas com diferença de 
abundância, entre as espécies. Os círculos em cinza representam proteínas 
que não foram observadas com diferença de abundância, mas participam dos 
mesmos processos biológicos. 
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Figura 15 C: Rede de predição de interação proteína- proteína de L. infatum. Os 
números dos nós representam as proteínas descritas na tabela suplementar. Os 
círculos pretos representam proteínas com diferença de abundância, entre as 
espécies. Os círculos em cinza representam proteínas que não foram 
observadas com diferença de abundância, mas participam dos mesmos 
processos biológicos. 
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7.6 Categorização das proteínas 

 

Destacamos 6 categorias funcionais enriquecidas nas espécies estudadas: 

metabolismo do nitrogênio, resposta ao stress, organização do citoesqueleto, 

transporte, desenvolvimento de estruturas e vias associadas a regulação do sistema 

imune; sendo que, nessa última, o enriquecimento estava presente, em L. braziliensis e 

L. infatum (Figura 16). Na tabela 3 estão listadas as proteínas diferencialmente 

abundantes associadas com processos biológicos enriquecidos. Podemos observar, que 

L. infatum, espécie com maior potencial de visceralização, apresentou maior 

quantidade de proteínas detectadas para quase todos os processos, sugerindo que essa 

maior abundância de proteínas pode estar associada com a infecção de órgãos como 

fígado e baço e sobrevivência no interior do corpo do hospedeiro.  

Na categoria metabolismo do nitrogênio L. amazonensis apresentou maior 

número de proteínas associadas a esse processo biológico enriquecido, incluindo a 

arginase.  

Em reposta ao stress podemos destacar o aumento siginificativo do número de 

proteínas associadas a esse processo biológico enriquecido em L. infatum, e o papel 

fundamental das proteínas: gp 63 e da HSP 70. A primeira aumentada apenas em L. 

infatum e a segunda com maior número de interações preditas com proteínas 

diferencialmente abundantes em L. infatum do que em L. amazonensis e L. braziliensis.  

Na categoria sistema imune também observamos um número maior número de 

proteínas associadas ao processo biológico enriquecido em L. infatum, em relação a 

L.braziliensis, considerando que esse processo não apresentou enriquecimento para L. 

amazonensis. Essa diferença pode elucidar o comportamento nos ambientes visceral e 

tegumentar, respectivamente. Nesse processo biológico, podemos ressaltar a gp 63, 

proteína com aumento de abundância apenas em L. infatum. 

Na categoria transporte observamos, também, um maior número de proteínas 

associadas a esse processo enriquecido em L. infatum. Nessa classe funcional, podemos 

salientar a ATPase, proteína que também apresentou maior número de interações 

preditas, com proteínas diferencialmente abundantes, em L. infatum do que em L. 

amazonensis e L. braziliensis.  
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Figura 16: Análise dos processos biológicos enriquecidos: Categorização 
funcional das proteínas de Leishmania infatum, L. braziliensis e L. 
amazonensis realizada no programa Cytoscape, utilizando os dados de 
abundância diferencial entre as três espécies. As categorias funcionais 
utilizadas foram descritas a partir do genoma de cada uma das espécies.  
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Tabela 3: Categorização funcional das proteínas identificadas segundo análise no 

Gene Ontology (GO) 

Categoria 
funcional 

L. amazonensis L. braziliensis L. infantum 

Metabolismo de 
nitrogênio 

 

1.actin 

2. arginase 

3. enolase 
4. mannose-1-phosphate 
Guanyltransferase 
5. mercaptopyruvate  
Sulfurtransferase 
6. putative ATPase beta 
 Subunit 
7. putative seryl-tRNA  
Synthetase 
8. putative spermidine  
Synthase 
9. putative ubiquitin- 
Conjugating enzyme e2 
10. putative vacuolar ATP  
synthase subunit b 
11. UTP-glucose-1-phosphate  
uridylyltransferase 2 
 

 

1.actin 
2. elongation factor 1-
alpha 
3. enolase 
4. putative ATPase beta  
subunit 
5. putative eukaryotic  
initiation factor 4a 
6. putative seryl-tRNA  
synthetase 
7. putative vacuolar ATP  
synthase subunit B 
8. S-
adenosylhomocysteine  
Hydrolase 

1. putative seryl-tRNA 
synthetase 
2 putative ATPase beta 
subunit 
3 Actin 
4 elongation factor 1-alpha 
5. S-adenosylhomocysteine 
hydrolase 
6. putative vacuolar ATP 
synthase subunit b 
7. enolase 
8. GDP-mannose 
pyrophosphorylase 
9. putative ATPase beta 
subunit 
10. putative ATPase beta 
subunit 

Resposta ao stress 
 

1.actin 
2.HSP-70 
3.putative ubiquitin-
conjugating enzyme e2 

1. actin 
2. Hsp-70 
3. putative heat shock 70-
related protein 
1,mitochondrial precursor 
4. putative small GTP-
binding protein Rab1 
5. S-
adenosylhomocysteine 
hydrolase 

1. actin 
2. beta tubulin 
3. beta tubulin  
4. beta tubulin  
5. beta tubulin  
6. GP63, leishmanolysin 
7. GP63, leishmanolysin 
8. GP63, leishmanolysin 
9. GP63, leishmanolysin 
10. GP63, leishmanolysin  
11. putative heat-shock 
protein hsp70 
12. putative heat-shock 
protein hsp70 
13. putative heat-shock 
protein hsp70 
14. S-adenosylhomocysteine 
hydrolase 
 

Organização do 
citoesqueleto 

 

1.actin 
2.alpha tubulin 
3.putative vacuolar ATP 
synthase subunit b 

1.actin 
2.alpha tubulin 
3.alpha tubulin 
4.beta-tubulin 
5.putative vacuolar ATP 
synthase subunit B 

1.actin 
2.alpha tubulin 
3.beta-tubulin 
4.beta-tubulin 
5.beta-tubulin 
6.beta-tubulin 
7.putative vacuolar ATP 
synthase subunit B 
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Desenvolvimento 
de estruturas 

 

1.actin 
2.alpha tubulin 
3.Hsp-70 
4.putative serine/threonine 
protein phosphatase catalytic 
subunit 
5.putative ubiquitin-
conjugating enzyme e2 

1.actin 
2.alpha tubulin 
3.alpha tubulin 
4.alpha tubulin 
5.elongation factor 1-alpha 
6.Hsp-70 
7.putative heat shock 70-
related protein 1 
8.putative small GTP-
binding protein Rab1 

1.actin 
2.alpha tubulin 
3.putative heat-shock 
protein hsp70 
4.putative heat-shock 
protein hsp70  
5.putative heat-shock 
protein hsp70  
6.putative serine/threonine 

Sistema Imune 
 

 1.HSP-70 
2.putative heat shock 70-
related protein 1 
3.S-adenosylhomocysteine 
hydrolase 
4.S-adenosylhomocysteine 
hydrolase 

1.beta tubulin 
2.beta tubulin  
3.beta tubulin  
4.beta tubulin  
5.GP63, leishmanolysin 
6.GP63, leishmanolysin 
7.GP63, leishmanolysin 
8.GP63, leishmanolysin 
9.GP63, leishmanolysin 
10.S-adenosylhomocysteine 
hydrolase 
 

Transporte 1.actin 
2. alpha tubulin 
3. cytochrome c oxidase 
subunit IV 
4.HSP-70 
5.putative ATPase beta 
subunit 
6.putative serine/threonine 
protein phosphatase catalytic 
subunit 
7.putative vacuolar ATP 
synthase subunit b 

1. actin 
2. cytochrome c oxidase 
subunit IV 
3.putative ATPase beta 
subunit 
4.putative heat shock 70-
related protein 1 
5.putative small GTP-
binding protein Rab1 
6. putative vacuolar ATP 
synthase subunit B 

1. actin 
2. cytochrome c oxidase 
subunit IV 
3.GP63, leishmanolysin 
4.GP63, leishmanolysin  
5.GP63, leishmanolysin 
6.GP63, leishmanolysin 
7.GP63, leishmanolysin 
8.putative ATPase beta 
subunit 
9. putative ATPase beta 
subunit 
10. putative ATPase beta 
subunit 
11. putative heat-shock 
protein hsp70 
12. putative heat-shock 
protein hsp70  
13. putative heat-shock 
protein hsp70  
14. putative 
serine/threonine 
15.putative vacuolar ATP 
synthase subunit b 
16. S-adenosylhomocysteine 
hydrolase 
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7.7 Seleção das proteínas antigênicas  

 
Primeiramente, foi realizada a padronização dos experimentos de WB, e a 

definição dos parâmetros de diluição dos pools de soro dos pacientes com as diferentes 

formas clínicas e dos indivíduos controle, do anticorpo conjugado, bem como o tempo 

de exposição da membrana à quimioluminescência, para os extratos de L. amazonensis, 

L. braziliensis e L. infatum. Posteriormente foi avaliada e confirmada a reprodutibilidade 

da técnica.  

Assim, foi realizada a seleção dos antígenos a partir das membranas contendo 

extrato protéico de cada espécie (L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum) reveladas 

com pool de soro de pacientes diagnosticados com LT e LV e com o pool de soros de 

indivíduos saudáveis (Figuras 17, 18 e 19). Em seguida as membranas foram analisadas 

no programa Image Master 2D Platinum 6.0 (GE Healthcare). Para os extratos protéicos 

de L. amazonensis e L. braziliensis, os spots reativos aos pools dos soros controle e dos 

pacientes diagnosticados com LV foram excluídos das análises. De forma semelhante, a 

avaliação do extrato de L.infatum excluiu das análises os spots reconhecidos pelo pool 

dos soros controle.  

 

Figura 17: Western blot de L. amazonensis. Membranas obtidas a partir de gel 2D, após 
fracionamento de 200ug do extrato proteico de L. amazonensis em tiras de 7cm, PH 
4-7. A) Membrana incubada com pool de soros de pacientes com LT (1:160) .B) 
Membrana incubada com pool de soros de pacientes com LV (1:640) C) Membrana 
incubada com pool de soros de indivíduos saudáveis (1:160). Diluição do anticorpo 
secundário anti-humano conjugado com peroxidase foi de 1:100.000. 
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Figura 18: Western blot de L. braziliensis. Membranas obtidas a partir de gel 2D, após 
fracionamento de 200ug do extrato protéico de L. braziliensis em tiras de 7cm, PH 4-
7. A) Membrana incubada com pool de soros de pacientes com LT (1:160). B) 
Membrana incubada com pool de soros de pacientes com LV (1:640). C) Membrana 
incubada com pool de soros de indivíduos saudáveis (1:160). Diluição do anticorpo 
secundário anti-humano conjugado com peroxidase foi de 1:100.000. 

 

 
 

Figura 19: Western blot de L. infantum. Membranas obtidas a partir de gel 2D, após 
fracionamento 200 ug do extrato protéico de L. infantum em tiras de 7cm, PH 4-7. A) 
Membrana incubada com pool de soros de pacientes com LV (1:640). B) Membrana 
incubada com pool de soros de pacientes com LT (1:160). C) Membrana incubada com 
pool de soros de indivíduos saudáveis (1:160). Diluição do anticorpo secundário anti-
humano conjugado com peroxidase foi de 1:100.000. 
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7.8 Sobreposição dos spots antigênicos e diferencialmente intensos  

 

Nas figuras 20, 21 e 22 estão representados os spots diferencialmente intensos 

e antigênicos identificados nos géis e membranas com antígenos de L. amazonensis, L. 

braziliensis e L. infantum, respectivamente. Os spots selecionados e que estão 

devidamente identificados são aqueles que mostraram reatividade exclusiva aos 

antígenos de L. amazonenis e de L. braziliensis com o pool de soros de paciente com LT. 

Os spots selecionados no extrato de L. infatum que mostraram reatividade exclusiva ao 

pool de soros de pacientes diagnosticados com LV ou LT também foram identificados. 

Em L. amazonenis foram selecionados 139 spots com intensidade aumentada, 

em relação a L. braziliensis e/ou L.infantum, desses, 11 (7,5%) foram demonstrados 

como sendo imunogênicos exclusivos em relação ao pool de soros de pacientes 

diagnosticados com LT. Avaliando L. braziliensis, do total de 95 spots mais intensos 

nessa espécie em relação a L. amazonensis e/ou L. infantum, dois (2%) são 

imunogênicos, com reatividade exclusiva ao pool dos soros de pacientes com LT.  Em 

relação a L. infantum, 104 spots apresentaram intensidade aumentada em relação a L. 

amazonensis e/ou L. braziliensis, dos quais 12 (11,4%) deles foram reativos 

exclusivamente ao pool dos soros de pacientes diagnosticados com LV. Para essa 

espécie, foram destacados ainda os spots mais intensos e que apresentaram reatividade 

exclusiva com o pool de soros dos pacientes diagnosticados com LT, representado por 

três spots (3%). 
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Figura 20: Seleção de spots imunogênicos e com abundância aumentada em L. amazonensis. (A) Extrato de promastigotas (900 µg) de L. amazonensis 
fracionado pelo 2-DE (SDS-PAGE 12%, strips IPG 18 cm, pH 4−7 e corados com Coomassie G-250), mostrando spots imunogênicos reativos somente com 
pool de soro de pacientes com LT, e com aumento na abundância (○). Membranas obtidas a partir de gel 2-DE (SDS-PAGE 12%, strips IPG 7 cm, pH 4−7) 
após fracionamento de 200 µg  do extrato protéico de L. amazonensis e incubadas com pool de soros de pacientes com LT (1:160) (B),  pool de soros 
de pacientes com LV (1:640) (C) e pool de soros de indivíduos saudáveis (1:160) (D). Anti-humano conjugado com HRP na diluição 1:100.000. Padrão 
de massa molecular (MW) está indicado em kDa. 
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Figura 21: Seleção de spots imunogênicos e com abundância aumentada em L. braziliensis. (A) Extrato de promastigotas (900 µg) de L. braziliensis 
fracionado pelo 2-DE (SDS-PAGE 12%, strips IPG 18 cm, pH 4−7 e corados com Coomassie G-250), mostrando spots imunogênicos reativos somente 
com pool de soro de pacientes com LT, e com aumento na abundância (○) . Membranas obtidas a partir de gel 2-DE (SDS-PAGE 12%, strips IPG 7 cm, 
pH 4−7) após fracionamento de 200 µg do extrato protéico de L. braziliensis e incubadas com pool de soros de pacientes com LT (1:160) (B),  pool de 
soros de pacientes com LV (1:640) (C) e pool de soros de indivíduos saudáveis (1:160) (D). Anti-humano conjugado com HRP na diluição 1:100.000. 
Padrão de massa molecular (MW) está indicado em kDa. 
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Figura 22: Seleção de spots imunogênicos e com abundância aumentada em L. infantum. (A) Extrato de promastigotas (900 µg) de L. infantum fracionado 
pelo 2-DE (SDS-PAGE 12%, strips IPG 18 cm, pH 4−7 e corados com Coomassie G-250), mostrando spots imunogênicos reativos somente com pool de 
soro de pacientes com LV (B) ou com pool de soros de pacientes com LT (C), e com aumento na abundância (○). Membranas obtidas a partir de gel 2-
DE (SDS-PAGE 12%, strips IPG 7 cm, pH 4−7) após fracionamento de 200 µg do extrato protéico de L. infantum e incubadas com pool de soros de 
pacientes com LV (1:640) (B), pool de soros de pacientes com LT (1:160) (C) e pool de soros de indivíduos saudáveis (1:160) (D). Anti-humano conjugado 
com HRP na diluição 1:100.000. Padrão de peso molecular (MW) está indicado em kDa. 
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Em L. amazonensis, dos 11 spots selecionados como mais intensos e 

imunogênicos exclusivos para a forma LT, nove (82%) foram identificados, e 

correspondem a dez proteínas distintas. Avaliando L. braziliensis, os dois spots 

selecionados, como mais intensos e imunogênicos exclusivos para a forma LT foram 

identificados, correspondendo a duas proteínas. Em relação a L. infantum, dos 15 spots 

selecionados como mais intensos e imunogênicos, 12 reativos ao pool de soros da LV e 

três da LT, 12 (80%) foram devidamente identificados e equivalem a quatorze proteínas 

não redundantes. (Tabela 4). 

 

Tabela 4 - Proteínas antigênicas e diferencialmente abundantes em L. amazonensis, 

L.braziliensis e L.infantum.   

 

Spot* Proteína GI Expressão/espécie 

M/G   L. amazonensis L. braziliensis L. infantum 

A1/9 putative trypanothione 
synthetase 

gi|322493004 

 

   

A2/10 metallo-peptidase, Clan 
MA(E), Family M3 

gi|322492700 

gi|134070535 
(só 1 peptídeo) 

 

 

 

 

 

 

A4/28 Enolase 

alpha tubulin 

gi|134068394 

gi|606648 

 

 

 

 

 

A5/30 

 

elongation factor 2 gi|68129663 
gi|322490597 

 

 

 

 

 

 

 

A7/53 

peptidase m20/m25/m40 
family-like protein, partial 
 
conserved hypothetical 
protein 
 
heat shock protein 70 

gi|322493954 
 
 

gi|322489647 
 
 

gi|293057 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A8/58 alpha tubulin gi|322489468    

A9/60 elongation factor 2 

beta tubulin 

gi|68129663 

gi|68128896 

   

http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C134070535%7Cemb%7CCAM68878.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
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A10/59 conserved hypothetical 
protein 
alpha tubulin 

gi|134063939 
 

gi|322489468 

   

A11/134 beta tubulin gi|68128896    

B1/258 putative heat shock protein 

 

gi| 134061093 

 

   

B2/287 conserved hypothetical 
protein 

gi| 134060328    

C1/345 putative aconitase 

zeta-crystallin/NADPH-
oxidoreductase-like protein 

gi|134068962 

gi|112383450 

 

 

 

 

 

 

 

C2/356 conserved hypothetical 
protein 
 

gi|134070112 

 

   

C5/364 putative succinyl-CoA ligase 
[GDP-forming] beta-chain 
 

gi|68129949 

 

 

 

  

 

 

C7/366 

alpha tubulin 

succinyl-CoA ligase [GDP-
forming] beta-chain,putative 
 
putative succinyl-CoA ligase 
[GDP-forming] beta-chain 
 

gi|322489468 

gi|322490883 
 
 
 

gi|68129949 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C8/367 alpha tubulin 

 

gi|322489468 

 

  

 

 

C9/376 putative mitochondrial 
peroxiredoxin 
 

gi|16751316 

 

   

C10/379 beta tubulin 
 
putative IgE-dependent 
histamine-releasing factor 
 
putative heat-shock protein 
hsp70 
 

gi|68128896 
 

gi|68126733 
 
 

gi|134063644 
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Legenda:  mais abundante;  menos abundante;  ausente.  
*Spots numerados de acordo com as membranas (M) e os géis (G).  
 
 Dessas proteínas, com diferença de abundância e imunogenicidade, seis são 

exclusivas em L. amazonensis (tripanotiona sintetase putativa, metalo-peptidase Clan 

MA(E) Familia M3, fator de elongação 2, peptidase parcial m20/m25/m40 familia-like e 

duas proteínas hipotéticas (GI 322489647 e  134063939), duas em L.braziliensis (proteína 

do choque térmico putativa e uma proteína hipotética - GI 134060328) e 10 em L. infatum 

(aconitase putativa, cadeia beta de succinil-CoA ligase putativa[formadora de GPD], 

peroxiredoxina mitocondrial putativa, fator de liberação de histamina dependente de IgE 

putativa, proteína paraflagelar rod 1, proteína miristoilada pequena 1, proteína zeta-

cristalina / NADPH-oxidoreductase-like, proteína succinil-diaminopimelato desuccinilase-

like, actina e uma proteína hipotética - GI 134070112), totalizando  18 proteínas, 

representados na figura 23. Além dessas, outras quatro proteínas: alfa tubulina, beta 

tubulina, enolase e HSP-70, mostraram imunogeniciade em L. amazonensis e L. infatum, 

simultaneamente.  

 

 

 

 

 

 

 

C11/382 alpha tubulin 

paraflagellar rod protein 1 

gi|322489468 

gi|51704749 

   

 

C12/384 small myristoylated protein 1 gi|55714656 

 

  

 

 

C13/403 succinyl-diaminopimelate 
desuccinylase- like protein  
 

gi|134071863 
 

   

C14/327 Enolase gi|134068394 

 

   

C15/331 Actin gi|12311849    

http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134071863%7Cemb%7CCAM70556.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134073774%7Cemb%7CCAM72512.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
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Figura 23: Diagrama de Venn: Representação das proteínas antigênicas e mais abundantes identificadas em cada uma das espécies. 
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7.9 Predição de epitopos 

 

Considerando que a carência de testes sorológicos está muito mais relacionada a 

forma tegumentar, a predição de epitopos para células B, foi realizada nas proteínas que 

consideramos com maior potencial para antígeno no diagnóstico da LT. Assim, foram 

mapeadas todas as sequências de aminoácidos das proteínas mais abundantes e 

imunorreativas frente aos soros de pacientes com LT, em extratos das espécies 

causadoras dessa forma clínica (L.a e L.b). Foram selecionados somente os epitopos 

preditos, simultaneamente, nos dois softwares utilizados: ABCPred 

(http://www.imtech.res.in/ raghava/abcpred; Saha and Raghava, 2006) e BCPreds 

(http://ailab.cs.iastate.edu/bcpreds/; El-Manzalawy et al. 2008). 

Considerando que soros de pacientes com doença de Chagas frequentemente 

reagem com os antígenos utilizados em testes sorológicos para o diagnóstico da 

leishmaniose, foi realizado um BLASTp (Vexenat et al., 1996), pesquisa feita contra 

GeneDB (http://www.genedb.org/) para avaliar as sequências de ortólogos em T. cruzi 

utilizando os epitopos selecionados anteriormente.  A Tabela 5 mostra os 68 epitopos 

preditos para células B, das proteínas abundantes e imunorreactivas para cada uma das 

espécies de Leishmania, e a taxa de similaridade com ortólogos em T. cruzi. As proteínas 

foram organizadas na tabela, considerando o percentual de epitopos em relação ao 

número total de aminoácidos.  

 

 

 

 

 

 

 

http://www.imtech.res.in/
http://ailab.cs.iastate.edu/bcpreds/
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Tabela 5: Proteínas identificadas pela imunoproteômica, seus epitopos preditos e o 

percentual de homologia desses com seus ortólogos em T. cruzi.  

Spot* Proteína 
 Número de 

aminoácidos/% de 
epitopos 

Epitopos 
Preditos 

Homologia 
com T. cruzi  

A5/A9 
 

elongation factor 2 
(845aa/14,43) 

 

1-VSPVVRVAVEAKNP 
2-FVKTLQNVNVVV 
3-GAPLKISEPVVS 
4-EDMPCGNVV 

5-HRGGGQIIPTARRV 
6-CVEGVCVQTE 

7-EAGDKRIMDTR 
8-MGDVQVSPEKGTVA 
9-LADNYEWDVQEAR 
10-FGVDELKMRERLW 

100% 
92% 
92% 
89% 

100% 
100% 
91% 
93% 
69% 
85% 

A2 
 

metallo-peptidase, Clan 
MA(E), Family M3 

(685aa/ 14,14) 
 

11-SHACCHSVVPPV 
12-VRDEATNRVVE 
13-GIAPPNRTFQ 
14-EIQEYFPMD 

15-MAKKPEMAQ 
16-PEEEFQKVVQLQ 

17-GKAPREYTYW 
18-LKEVCATPAYEAV 
19-STQPRDSLNTTQL 

 

0% 
0% 
0% 
0% 
0% 

50% 
0% 
0% 
0% 

A7 
 

conserved hypothetical 
protein 

(322aa/ 13,66)) 
 

20-QRKAKEAQAAAQK 
21-RKQELERAQRE 

22-KAKKEAPAN 
23-EVRVPLPAVNV 

 

63% 
0% 

56% 
80% 

C10 putative IgE-dependent 
histamine-releasing factor  

(170 aa/ 13,52 ) 
 

24-IPEGNDEDPDNGMI 
25-NAAAFVKKV 

 

93% 
89% 

A4 Enolase 
(429aa/ 12,82) 

 

26-AERKMYNLTF 
27-ATSFREALRM 

28-ACELRDGDKARY 
29-MMCELDGTKNKS 

30-GDEGGFAPPIK 
 

60% 
80% 
83% 
67% 
90% 

A7 peptidase m20/m25/m40 
family-like protein, partial 

(343aa /12,53) 
 

31-YGHMDKQPPL 
32-PQFDPEWAT 

33-AIASLQRHGVPHG 
34-GGVVPDTFRIT 

 

100% 
78% 
62% 
82% 

C2 conserved hypothetical 
protein  

 (501 aa /11,77) 
 

35-PILPVPGWENAAAN 
36-EPKDAFPATGKV 

37-KLDITGKPMV 
38- GNSWDKVSSVVG 

39-NNNIDPTKIG 
 

57% 
75% 
70% 
77% 
60% 

C1 putative aconitase  40-SCTNTSNPTVL 91% 
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(896aa /9,48) 
 

41-GFKGFGIPEGE 
42-FYGPGVDAL 

43-NQRIEMQRNRER 
44-IVPPGSGIVHQ 
45-FDWKNNCTK 

46-YLKNTNRSAEHV 
47-LRVPPGIKTS 

 

72% 
89% 
83% 

100% 
44% 
58% 
90% 

C12 small myristoylated protein 1 
(131 aa /7,63) 

 

48-NKKKKQWAYY 
 

90% 

C5/C7 putative succinyl-CoA ligase 
[GDP-forming] beta-chain  

(413 aa /7,52) 
 

49-GPKGQLVNTL 
50-GRGKGVFKDGFQ 

51-KIKTMKVNV 
 

0% 
67% 
67% 

B1 putative heat shock protein 
(821aa /7,18) 

 

52-EVEEAPAPAAAPA 
53-AATTDPRVKADV 
54-GVKEIVQSCNY 
55-LDLGYGATDF 

56-ASLKETESEGQVV 
 

0% 
0% 
0% 

70% 
77% 

C9 putative mitochondrial 
peroxiredoxin  
 (226 aa/ 6,19) 

 

57-STINDLPVGRNVDE 
 

79% 

A1 putative trypanothione 
synthetase 

(652aa/ /5,06) 
 

58-VSYYESNHEF 
59-DLLLGDDWEIL 
60-NHPEHPAILKAE 

 

50% 
45% 
58% 

B2 conserved hypothetical 
protein 

(199 aa/ /5,02) 

61-YRGADVCND 
 

0% 

A10 conserved hypothetical 
protein 

(1081 aa/ 4,90)  
 

62-HYCAALQETRE 
63-MRAQGDEEAAR 
64-EQRAASAAQAS 
65-PVPRSQWVESA 

66-LAHMTTVEK 
 

0% 
0% 
0% 

82% 
0% 

C11 paraflagellar rod protein 1 
(595 aa /4,20) 

 

67-GVKARYDKTNQDL 
68-SDWSETQRQKLR 

 

77% 
100% 

 

*Spots numerados de acordo com as membranas (M).  

 

7.10 Imunoensaio em técnica de spot síntese 
 

Os 68 peptídeos selecionados (tabela 5) foram sintetizados em membrana de 

celulose, e testados usando pools de soros de pacientes diagnosticados com LT e LV, e 

indivíduos saudáveis. A Figura 24 mostra uma região da membrana, em triplicata, 

revelada com soro controle (A), soro de LV (B) e soro de LT (C). 
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Figura 24: Imagem representativa do ensaio em membrana de nitrocelulose: Os 
pools de soros de controle (A), LV (B) e LT (C) foram testados três vezes variando a 
membrana, que foi confeccionada em triplicata. 
 

Após adquirir as intensidades de todos os spots, em relação aos pools de soros, 

foi calculada a intensidade relativa (IR), e assim foi possível destacar alguns peptídeos 

como potenciais antígenos para utilização no diagnóstico sorológico da LT. Considerando 

a IR > 2, entre soros de cada forma clínica em relação ao controle, LT/C ou LV/C, os 

peptídeos 1, 2, 3, 9, 13, 26, 30, 32, 33 apresentam potencial como antígenos no 

diagnóstico de LT e LV. No entanto quando adicionamos ao critério acima a IR> 2,0 entre 

LT/LV, observamos que o peptídeo 59, apresenta potencial para LV enquanto os 

peptídeos 1, 3, 13, 30 e 33 seriam potencias antígenos específicos para LT (Figura 25). 
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Figura 25: Peptídeos reativos ao pool de soros de humanos diagnosticados com LT ou LV. 
Para avaliar a reatividade dos pools dos soros de cada condição (LT, LV e controle) foi 
usada uma intensidade relativa > 2 entre as três situações. Somente os peptídeos com 
IR>2 para alguma das relações (LV/C;LT/C;LT/LV) estão demonstrados. A figura mostra 
resultados representativos do imunoblot empregando uma membrana de spot síntese e 
pools de indivíduos saudáveis (soro negativo) e de pacientes com LT ou LV (soro positivo). 
A reação foi revelada com anticorpo anti-IgG humano. As sequências desses peptídeos e 
as proteínas das quais eles fazem parte estão representados na tabela 5.  
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Considerando os dados analisados, podemos destacar duas proteínas de L. 

amazonensis que apresentam potencial para diagnóstico diferencial da LT: metalo-

peptidase Clan MA(E) Familia M3, e uma proteína hipotética (GI 134063939). Ambas são 

mais abundantes nessa espécie, apresentam reatividade exclusiva ao pool de soros de LT 

e a maioria dos epitopos preditos não apresenta similaridade com os ortólogos em T. 

cruzi. Além disso, 9 epitopos (Figura 30), provenientes das proteínas: fator de elongação 

2 (epítopos 1,2,3,9), metalo-peptidase [Clan MA(E)-Família M3] (epítopo 13), Enolase 

(epítopos 26,30), peptidase parcial m20/m25/m40 familia-like (epítopos 32,33), todos 

relativos ao extrato protéico de L. amazonensis, se mostraram potenciais para utilização 

como antígeno no diagnóstico sorológico da LT em humanos. Cinco destes nove epitopos 

(1,3,13,30 e 33) apresentaram potecial para distinguir as duas formas clínicas da doença: 

tegumentar e visceral (Tabela 6). 

 

Tabela 6: Proteínas identificadas pela imunoproteômica e os seus epitopos selecionados 

como potenciais para o diagnóstico sorológico da Leishmaniose Tegumentar.  

Spot Proteína Epitopos preditos 

A5/A9 
 

elongation factor 2 
(845aa) 

 

1 VSPVVRVAVEAKNP 
2 FVKTLQNVNVVV 
3 GAPLKISEPVVS 

9 LADNYEWDVQEAR 

A2 
 

metallo-peptidase, Clan MA(E), 
Family M3 

(685aa) 
 

13 GIAPPNRTFQ 
 

A4 Enolase 
(429aa) 

 

26 AERKMYNLTF 
30 GDEGGFAPPIK 

A7 peptidase m20/m25/m40 
family-like protein, partial 

(343aa) 

32 PQFDPEWAT 
33 AIASLQRHGVPHG 
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8 DISCUSSÃO 

 

As leishmanioses são doenças negligenciadas importantes, considerando a 

ocorrência em extensa área geográfica e a gravidade das manifestações clínica nas suas 

diversas formas.  Considerando esse cenário, o diagnóstico, tratamento e vacinação 

eficientes são essenciais para o controle dessas endemias. Nesse contexto, os métodos 

de diagnóstico sorológico e a busca por fármacos e vacinas são ferramentas importantes. 

As espécies de Leishmania apresentam aproximadamente 8000 genes e alto grau 

de sintenia, em torno de 99% (El-Sayed et al., 2005; Peacock et al., 2007; Vasconcelos et 

al.,2012), e 94% desses genes são expressos constitutivamente (Leifso et al., 2007). 

Os resultados que compararam o proteoma entre espécies de Leishmania 

demontraram uma maior divergência entre eles do que o observado entre os conteúdos 

gênicos, sugerindo que o nível de proteínas pode ter papel determinante na doença, que 

exibe amplo espectro clínico. (Peacock et al., 2007; Smith et al., 2007).  

As análises do DIGE entre L.amazonensis, L. braziliensis e L. infatum revelaram 

cerca de 1100 spots que representam apenas 14% dos genes expressos, com cerca de 

90% de similaridade. O DIGE é uma ferramenta usada principalmente para detectar 

proteínas abundantes, explicando assim o baixo percentual de spots encontrado, no total 

de possibilidades. 

A diferença entre os números e os níveis de proteínas mostrada pelos heatmaps 

entre as espécies de Leishmania pode promover uma melhor compreensão das 

diferenças fenotípicas entre as espécies estudadas. Na América do Sul, a leishmaniose 

visceral é frequentemente causada pela L. infatum, podendo ocorrer visceralização na 

infecção por L. amazonensis, embora, em uma frequência, ainda, desconhecida. Celeste 

et al., 2017 demontraram isso em estudo experimental de co-infecção por L. 

amazonensis e L. infantum em hamsters. Ambas as espécies pertecem ao subgênero 

Leishmania, e apresentaram maior número de proteínas com abundância aumentada, 

em relação a outra espécie pertencente ao subgênero Viannia. 

O heatmap mostrou um menor número de proteínas aumentadas em L. 

braziliensis, em relação as outras duas. O menor número de proteínas associadas as 

categorias funcionais relacionadas, demonstra o não favorecendo desses processos 

nessa espécie. Esse fato, poderia ser explicado pelo stress a qual cada espécie de 
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Leishmania é exposta no hospedeiro, nos diferentes ambientes: tegumentar e visceral 

(Mendonça, 2016; Saporito et al., 2013).  

Nas redes biológicas das proteínas diferencialmente abundantes entre as três 

espécies estudadas, observamos uma grande quantidade de proteínas com diferentes 

anotações interagindo e, assim, participando do mesmo processo biológico, o que 

justifica o pequeno número de categorias funcionais identificadas. De fato, na literatura 

têm sido demonstrado que o número de interações e a diversidade de processos 

biológicos são inversamente proporcionais, ou seja, a medida que a diversidade de 

processos aumenta, o número de interações diminui (Rezende et al., 2012).  

Para saber quais os processos biológicos mais significativos presentes nas redes 

de interações, foi avaliada a presença de processos biológicos enriquecidos das proteínas 

encontradas de maneira mais abundante em cada espécie. Os processos biológicos 

enriquecidos são aqueles cuja a fração de proteínas associdadas está aumentada em 

relação ao esperado pelo potencial codificado no genoma, demonstrando um 

direcionamento para essa função na célula. Algumas proteínas, já bem caracterizadas em 

Leishmania spp e seus respectivos processos biológicos merecem destaque.  

Por exemplo, a arginase, proteína que apresentou aumento de abundância, 

apenas em L. amazonensis, é uma proteína presente na classe metabolismo de 

nitrogênio, e está envolvida na regulação da resposta oxidativa de macrófagos, através 

da competição com iNOS, pela arginina. Essa competição pode favorecer o sucesso da 

infecção e elucidar a multiplicação elevada dos parasitos em macrófagos infectados por 

L. amazonensis. Além disso, a arginina está envolvida na nutrição de formas 

intracelulares, via aminoácidos e na replicação do parasito no inseto e no mamífero. 

(Mukbel et al., 2007; Das et al., 2010; da Silva & Floeter-Winter, 2014; Castilho-Martins 

et al., 2015). 

A resposta ao stress consiste, dentre outros, nos mecanismos usados pelo 

parasito para evadir da resposta imune do inseto e do hospedeiro, e na maquinaria 

protéica para a adaptação do parasito a diferentes temperaturas, pHs e stresses 

nutricionais (Olivier et al., 2012; Dias-Teixeira et al.,2016). Nessa categoria funcional 

resposta ao stress destacamos a HSP 70, proteína que apresentou um maior número de 

interações, com proteínas diferencialmente abundantes, em L. infatum. Esse número 

aumentado de chaperonas pode ser devido ao ambiente que essa espécie vive, muito 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=da%20Silva%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24264242
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mais oxidativo e estressante, quando comparado ao ambiente das espécies que causam 

a LT. As chaperonas apresentam um papel essencial na adaptação a mudanças ambientais 

e stress, induzido pela diferenciação evolutiva, sendo, assim, essenciais para a 

transmissão e patogênese de doenças (Requena et al. 2015; Drini et al., 2016). Parasitos 

do gênero Leishmania apresentam um ciclo de vida digenético, alternando assim, entre 

as promastigotas extracelulares, que se desenvolvem no inseto vetor, e as amastigotas 

intracelulares, que se multiplicam nos macrófagos dos hospedeiros mamíferos. Essa 

diferenciação dos estágios é regulada por vários fatores ambientais, entre os quais, pH e 

temperatura, que variam de pH 7.4/26 °C no inseto para pH 5.5/37 °C nos hospedeiros 

vertebrados, infectados por espécies de Leishmania visceralizantes (Zilberstein & Shapira 

1994; Sibley 2011; Drini et al., 2016). 

Na função sistema imune podemos destacar as proteínas relacionadas a 

sobrevida do parasito no hospedeiro (Atayde et al., 2016). A gp 63, proteína aumentada 

em L. infatum, está associada a dois processos biológicos enriquecidos: resposta ao stress 

e sistema imune. Essa proteína está envolvida na proteção do parasito: através da 

conversão do C3b e C3bi, impedindo a formação da cascata do sistema complemento 

(Brittingham et al., 1995) e a ação de enzimas lisossomais, permitindo, assim, a 

sobrevivência do parasito no fagolisossomo (Chaudhuri et al., 1989; Seay et al., 1996; 

Chen et al., 2000).  

 A ATPase, proteína que também possui maior número de interações, com 

proteínas diferencialmente abundantes, em L. infatum, categorizada na função 

transporte, está implicada na obtenção de nutrientes, em L. infatum. Membros da 

superfamília ATPase são conhecidos por estarem envolvidos em processos essenciais, 

como: degradação de proteína e replicação do DNA (Tucker & Sallai, 2007; Markikou-

Ouni et al., 2015). A proliferação de L. infatum depende de fosfato inorgânico exógeno, 

pois, esse, contribui para o crescimento e sobrevivência das formas promastigotas de L. 

infatum. (Russo-Abrahão et al., 2013).  

 Em muitos processos biológicos enriquecidos em L. infantum pôde-se observar a 

participação de proteínas de resposta ao choque térmico tais com HSP-70. Este aumento 

de abundância desta classe de proteínas está em acordo com o esperado, uma vez que a 

temperatura no interior do corpo do hospedeiro vertebrado é mais elevada do que na 

pele (McCall et al., 2013; Larreta et al., 2004). Assim, estas proteínas seriam requisitadas 
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para manter o correto dobramento das proteínas do parasito sob esta condição, 

permitindo que os processos detectados estejam aumentados nesta espécie. 

Comumente, proteínas abundantes ativam células B e T e resultam na produção 

de anticorpos e, assim, constituem candidatos potenciais para utilização, como 

antígenos, em testes sorológicos e vacinas. Efetivamente, essas proteínas têm sido 

utilizadas como antígenos em métodos de diagnóstico sorológico, de forma eficiente, 

principalmente, para LV (Shreffler et al., 1993; Rafati et al., 2007; Khare et al., 2016). 

Contudo, essa aplicação para a forma tegumentar da doença é limitada devido à baixa 

sensibilidade e especificidade variável dos testes disponíveis atualmente. Assim, a 

identificação de antígenos específicos e imunogênicos de espécies de Leishmania, 

causadoras da forma tegumentar, é de fundamental importância para o desenvolvimento 

de testes de dignóstico sorológico para essa forma clínica da doença. 

Nesse estudo, nós identificamos proteínas de L. amazonensis, L. braziliensis e L. 

infantum abundantes e antigênicas em cada uma das espécies, em relação as outras. 

Dezoito proteínas foram identificadas, oito nas espécies causadoras da LT e 10 em L. 

infatum, agente etiológico da Leishmaniose Visceral. Além disso, foi feito um 

mapeamento de epitopos lineares para células B nessas poteínas, com o objetivo de 

encontrar sequências que divergicem dos ortólogos em T. cruzi. A importância dessa 

triagem, deve-se ao fato de o T. cruzi ser filogeneticamente relacionado com Leishmania 

(McKerrow et al., 1993) e assim, a reação cruzada com a Doença de Chagas nos testes 

sorológicos ser frequente (Mottram et al., 1998; Yao et al., 2003). 

As análises de imunobloting reveleram menos que 30% dos spots, como sendo 

reativos de forma específica, considerando a espécie de Leishmania e o soro respectivo 

a cada forma clínica. As proteínas foram, então, mapeadas quanto a presença de epítopos 

para células B. Essa taxa, relativamente baixa, de spots reativos, de fato, demonstra a 

seleção altamente específica das 18 proteínas antigênicas, das quais, seis de L. 

amazonensis, duas de L. braziliensis e 10 de L. infantum. 

A proteína hipotética (GI 134063939) e a metalo peptidase (Clan MA(E), Família 

M3), duas proteínas abundantes em L. amazonensis e reativas exclusivamente com o soro 

de pacientes diagnosticados com LT, apresentam muitos epitopos para células B e pouca 

similaridade com os ortólogos em T. cruzi.  
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As peptidases participam de várias fases do desenvolvimento de Leishmania. Essa 

classe de enzimas hidrolíticas é altamente imunogênica e tem sido usada, previamente, 

no diagnóstico sorológico em Leishmania e como componente vacinal (de Souza Dias et 

al., 2005; de Souza et al., 2012). 

Um número considerável de proteínas recombinantes tem sido sugeridas como 

candidatas no desenvolvimento de testes sorológicos para Leishmanioses, para substituir 

a utilização do antígeno bruto (Faria et al., 2011; Fonseca et al., 2014). Embora, alguns 

autores tenham empregado, com sucesso, diferentes antígenos recombinantes para o 

diagnóstico da LT, a reação cruzada com soros de pacientes com LV não foi testada (Souza 

et al., 2013) ou se mostrou alta (Menezes-Souza et al., 2014)  

Nós identificamos nove peptídeos potenciais para o diagnóstico da LT, cinco dos 

quais são, ainda, capazes de distinguir as duas formas clínicas da doença: Tegumentar e 

Visceral. Peptídeos sintéticos têm sido usados por vários grupos como antígenos em 

imunoensaios. Peptídeos são moléculas relativamente simples de ser sintetizadas e mais 

baratas de serem produzidas que proteínas inteiras. A utilização dos peptídeos 

aprimorou, significativamente, os imunoensaios para detecção da Leishmanioses 

Visceral, em relação a especificidade, quando comparada com os antígenos brutos ou 

recombinantes (Faria et al., 2011; Faria et al., 2015; Toledo-Machado et al., 2015; Lage 

et al. 2016). 

Este estudo apresenta alguns aspectos inovadores em termos de análise 

proteômica e descoberta de antígenos para diagnóstico serológico de LT, incluindo a 

identificação de antígenos potenciais. Outros estudos empregaram proteínas 

recombinantes, peptídeos sintéticos (isolados ou combinados), bem como proteínas de 

múltiplos epítopos para o diagnóstico das Leishmanioses.  Os achados nesse estudo e o 

conhecimento de outros trabalhos podem ajudar a desenvolver um teste de diagnóstico 

preciso, que exclua ou ao menos minimize a reação cruzada da LT com LV e Doença de 

Chagas. Estudos futuros podem utilizar soro de pacientes com outras doenças que 

possam dificultar o diagnóstico diferencial da LT, além da LV e Doença de Chagas, como, 

tuberculose, lepra e lúpus (Souza et al., 2013) 

 

 



90 
 

9 CONCLUSÕES 

 Com base nos dados encontrados nesse trabalho foi possível concluir que:  

1. A exploração dos dados proteômicos mostrou que quando consideramos o 

número e o nível de abundância das proteínas, L. infatum se aproxima de L. 

amazonensis, enquanto está mais distante de L. braziliensis 

2. A diversidade de categorias funcionais sugere que L. infatum, espécie com maior 

potencial de visceralização, apresentou maior número de proteínas em quase 

todos os processos, sugerindo direcionamento para alguns mecanismos, dentre 

os quais: infecção e sobrevivência no hospedeiro.  

3. Várias proteínas foram selecionadas como diferencialmente abundantes e com 

imunogenicidade específica para forma tegumentar ou visceral. Sendo seis 

provenientes de L. amazonensis, duas para L. braziliensis e 10 para L. infatum.  

4. Metalo-peptidase, Clan MA(E), Familia M3, e uma proteína hipotética (GI 

134063939) apresentaram potencial para utilização no diagnóstico sorológico da 

LT em humanos. 

5. Nove epitopos, provenientes de quatro proteínas, todos provenientes do extrato 

protéico de L. amazonensis se mostraram potenciais para utilização como 

antígeno no diagnóstico sorológico da LT em humanos.  

 

Os dados gerados até o momento foram suficientes para a redação de 2 artigos 

científicos e um pedido de patente: 

 “A proteomic road to acquire an accurate serological diagnosis for human tegumentary 

leishmaniasis” (publicado)  

 “Comparative proteomics profiling between Leishmania (Leishmania) amazonensis, L. (V) 

braziliensis and l. (l) infantum” (em preparação)  

“Peptídeos, método e kit para imunodiagnóstico de leishmaniose tegumentar e uso" 

(BR1020160050901) 
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11 Anexos  

 
. 

Tabela suplementar: Proteínas diferencialmente abundantes em L. 

amazonensis, L.braziliensis e L.infantum.  

 
Spot* Proteína GI Expressão/espécie 

   L.amazonensis L.braziliensis L.infantum 

4 glucose regulated protein 78 16797868                                                        

5 putative chaperonin containing 
t-complex protein 

 
paraflagellar rod protein 1 

134064799 
 

 
51704749 

                                                       

7 alpha tubulin  606648                                                        

8 paraflagellar rod protein 2C 134060772                                                        

9 putative trypanothione 
synthetase 

322493004                                                      

  

10 metallo-peptidase, Clan MA(E), 
Family M3 

322492700                                                       

11 putative heat shock 70-related 
protein 1,mitochondrial 

precursor 

68127922                                                       

13 putative heat shock 70-related 
protein 1,mitochondrial 

precursor 

68127922                                                        

14 putative heat shock 70-related 
protein 1,mitochondrial 

precursor 
 

alpha tubulin  
 

68127922 
 
 
 

606648 

                                                      

15 putative heat shock 70-related 
protein 1,mitochondrial 

precursor 

68127922 
 

                                                      

16 putative heat shock 70-related 
protein 1,mitochondrial 

precursor 
 

alpha tubulin  

68127922 
 
 
 

606648 

                                                      

17 UTP-glucose-1-phosphate 
uridylyltransferase 2,putative 

322490347                                                        

18 putative ATPase beta subunit 68126939                                                        

21 beta tubulin  
 

beta tubulin  

68128896 
 

13569565 
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22 putative vacuolar ATP synthase 

subunit b 
 

beta tubulin  
 

beta tubulin  

134063609 
 
 

68128896 
 

13569565 

                                                       

24 trypanothione reductase 104745490                                                        

26 elongation factor 2 A 68129663                                                        

28 Enolase-1 
 

alpha tubulin  

134068394 
 

606648 

                                                       

29 trypanothione reductase 
 

alpha tubulin  

104745490 
 

606648 

                                                       

30 elongation factor 2 A 
 

elongation factor 2 B 

68129663 
 

322490597 

                                                       

31 alpha tubulin 2 
 

putative guanine deaminase  
 

putative guanine deaminase  
 

alpha tubulin  
 

322489468 
 

322488697 
 

134063759 
 

606648 

                                                       

32 peptidase m20/m25/m40 
family-like protein, partial 

 
putative N-acyl-L-amino acid 

amidohydrolase 

322493954 
 
 

68126379 

                                                       

33 52 kDa PDI 116293933                                                        

34 putative ATPase beta subunit 68126939                                                        

35 heat shock protein 70  
 

heat shock protein 83 

293057 
 

123665 

                                                       

36 heat shock protein 70  293057                                                        

37 heat shock protein 70  293057                                                        

38 heat shock protein 70  
 

heat shock protein 83 

293057 
 

123665 

                                                       

39 heat shock protein 70  293057                                                        

40 heat shock protein 83 123665                                                        

41 heat shock protein 70  293057                                                        

42 metallo-peptidase, Clan MA(E), 
Family M32 

 

322494758 
 
 

70833719 
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carboxypeptidase, putative 
[Trypanosoma brucei brucei 

strain 927/4 GUTat10.1] 
43 Actin 28627572                                                        

45 Actin 
 

alpha tubulin  

28627572 
 

606648 

                                                       

46 cystathionine beta-synthase  
 

cystathionine beta-synthase  

322490120 
 

68125732 

                                                        

48 putative 3,2-trans-enoyl-CoA 
isomerase, mitochondrial 

precursor 
 

mercaptopyruvate 
sulfurtransferase 

 

322493992 
 
 
 

19572296 

                                                       

51 Arginase 37964189                                                        

52 Conserved hypothetical 
protein-1 

322489647                                                        

53 heat shock protein 70  
 

peptidase m20/m25/m40 
family-like protein, partial 

 
conserved hypothetical 

protein  

293057 
 

322493954 
 
 

322489647 

                                                       

54 putative pyruvate 
dehydrogenase E1 beta 

subunit 

322492470                                                        

55 alpha tubulin  
 

beta tubulin  

322489468 
 

68128896 

                                                       

56 alpha tubulin  
 

beta tubulin  

322489468 
 

68128896 

                                                       

57 putative adenosine kinase 322493484                                                        

58 alpha tubulin  322489468                                                        

59 alpha tubulin  
 

conserved hypothetical 
protein  

322489468 
 

134063939 

                                                       

60 beta tubulin  
 

elongation factor 2A 

68128896 
 

68129663 

                                                       

61 cytochrome c oxidase subunit 
IV 

322489399                                                        

62 ysine decarboxylase-like 
protein 

322490177                                                        
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63 Enolase 
 

actin 
 

conserved hypothetical 
protein 

134068394 
 

28627572 
 

134071548 

                                                       

64 alpha tubulin 
 

beta tubulin 
 

beta-tubulin 

606648 
 

68128896 
 

13569565 

                                                       

65 conserved hypothetical 
protein 

 
beta tubulin  

 
beta-tubulin 

134070720 
 

68128896 
 
 

13569565 
 

                                                       

66 glycosomal 
phosphoenolpyruvate 
carboxykinase,putative 

322492996                                                        

67 putative RNA-binding protein 321398747                                                        

68 alpha tubulin  
 

elongation factor 1-beta 

322489468 
 

322494919 

                                                       

69 alpha tubulin  
 

elongation factor 1-beta 

322489468 
 

322494919 

                                                       

70 alpha tubulin  
 

beta tubulin  
 

conserved hypothetical 
protein  

322489468 
 

68128896 
 

134063939 

                                                                 

71 alpha tubulin  
 

hypothetical protein, unknown 
function 

 
putative proteasome alpha 1 

subunit 

322489468 
 

322488901 
 
 

68129808 

                                                       

72 beta tubulin  68128896                                                        

73 beta tubulin  
 

putative spermidine synthase  
 

putative spermidine synthase  

68128896 
 

322488045 
 

34059067 

                                                       

74 beta tubulin  
 

heat shock protein 70  

68128896 
 

293057 
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75 alpha tubulin  
 

hypothetical protein, unknown 
function  

322489468 
 

322488901 

                                                       

76 putative proteasome alpha 3 
subunit 

322489631                                                        

77 Enolase  
 

heat shock protein 70  
 

134068394 
 

239585967 

                                                       

78 alpha tubulin  
 

succinyl-CoA ligase [GDP-
forming] beta-chain,putative 

 
putative translation elongation 

factor 1-beta 
 

putative heat-shock protein 
hsp70 

322489468 
 

322490883 
 
 

134066120 
 
 

134063644 

                                                       

80 2,3-bisphosphoglycerate-
independent 

phosphoglycerate mutase 

321398823                                                        

81 alpha tubulin  322489468                                                        

82 heat shock protein 70  293057                                                        

83 conserved hypothetical 
protein  

68130344                                                        

84 conserved hypothetical 
protein  

68129693                                                        

85 conserved hypothetical 
protein  

 
putative pyruvate 

dehydrogenase E1 component 
alpha subunit 

322489619 
 
 

322490383 

                                                       

86 heat shock protein 70  
 

heat shock protein 70-related 
protein  

 
20S proteasome subunit alpha 

5 

293057 
 

134062940 
 
 

322491688 

                                                       

88 Phosphomannomutase 15387672                                                        

89 heat shock protein 70  293057                                                        

90 heat shock protein 70-related 
protein  

322492667                                                        

91 putative 2,4-dihydroxyhept-2-
ene-1,7-dioic acid aldolase 

68127027                                                        

92 putative proteasome alpha 1 
subunit 

322495730                                                        
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93 putative pyruvate 
dehydrogenase E1 component 

alpha subunit 

322490383                                                        

95 putative 2,4-dihydroxyhept-2-
ene-1,7-dioic acid aldolase 

 
heat shock protein 70  

68127027 
 
 

239585967 

                                                       

97 Peroxidoxin 322491865                                                        

98 putative cytochrome c oxidase 
subunit V 

 
Chain A, Open And Closed 

Structures Of The Udp-Glucose 
Pyrophosphorylase 

322492714 
 
 

134105141 

                                                       

99 Peroxidoxin 322491865                                                        

100 Phosphomannomutase 15387672                                                        

101 conserved hypothetical 
protein  

322493705                                                        

102 ribonucleoprotein p18, 
mitochondrial 

precursor,putative 

322489787                                                        

103 heat shock protein 70  293057                                                        

104 cytosolic tryparedoxin 157781821                                                        

105 putative endoribonuclease L-
PSP (pb5) 

 
conserved hypothetical 

protein  

322491882 
 
 

68127996 

                                                       

107 putative endoribonuclease L-
PSP (pb5) 

322491882                                                        

110 paraflagellar rod protein 1D 27977612                                                        

111 putative heat shock 70-related 
protein 1,mitochondrial 

precursor 

68127922                                                        

112 beta tubulin  
 

putative heat shock 70-related 
protein 1,mitochondrial 

precursor 
 

metallo-peptidase, Clan MA(E), 
Family M3 

68128896 
 

68127922 
 
 
 

322492700 
 

                                                       

113 glucose-regulated protein 78 16797868                                                        

114 alpha tubulin  
 

chaperonin HSP60, 
mitochondrial precursor 

 

322489468 
 

134074164 
 
 

                                                       

http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C134074164%7Cemb%7CCAM72906.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
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115 beta tubulin  
 

putative seryl-tRNA synthetase 
 

paraflagellar rod protein 2C 
 

68128896 
 

322489210 
 

134060772 
 

                                                       

116 beta tubulin  
 

putative heat shock protein 
 

68128896 
 

322490382 
 

                                                  

117 alpha tubulin 
 

beta tubulin 
 

52 kDa PDI 
 

322489468 
 

68128896 
 

116293933 
 

                                                  

118 putative ATPase beta subunit 
 

52 kDa PDI 
 

68126939 
 

116293933 
 

                                                        

119 heat shock protein 70  
 

Heat shock protein 83 
 

conserved hypothetical 
protein 

 
calpain-like cysteine peptidase 

 

293057 
 

123665 
 

322491186 
 
 

322491416 
 

                                                         

120 trypanothione reductase 
 

104745490 
 

                                                       

121 putative peptidase 
M20/M25/M40 

 

322494663 
 

                                                       

123 Heat shock protein 83 
 

123665 
 

                                                       

126 GDP-mannose 
pyrophosphorylase 

 

12584592 
 

                                                       

130 conserved hypothetical 
protein  

 

134068933 
 

                                                           

132 beta tubulin  
 

enolase 
 

putative reiske iron-sulfur 
protein precursor 

68128896 
 

134068394 
 

134065592 
 

                                                       

133 actin 
 

28627572 
 

68127416 

                                                            

http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C322489210%7Cemb%7CCBZ24465.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C134060772%7Cemb%7CCAM37787.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C322490382%7Cemb%7CCBZ25642.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C116293933%7Cgb%7CABJ98154.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
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putative serine/threonine 
protein phosphatase catalytic 

subunit 
 

putative G-actin binding 
protein 

 
 
 

68130221 
 
 

134 beta tubulin  
 

68128896 
 

                                                           

139 glycosomal 
phosphoenolpyruvate 
carboxykinase,putative 

 

322492996 
 

                                                       

140 putative heat shock protein 
 

322490382 
 

                                                       

141 branched-chain amino acid 
aminotransferase,putative 

 
conserved hypothetical 

protein 

322493022 
 
 

134064296 
 

                                                       

142 Peroxidoxin 
 

322491865 
 

                                                       

143 putative proteasome beta 3 
subunit 

 

68127358 
 

                                                       

144 putative proteasome beta 3 
subunit 

 
cytosolic tryparedoxin 

peroxidase 

68127358 
 
 

61619791 
 

                                                       

146 conserved hypothetical 
protein 

 
 

322489475 
 

                                                       

147  alpha tubulin  
 

cofilin-like protein 
 

actin severing and dynamics 
regulatory protein 

 

322489468 
 

322488736 
 

68566348 
 

                                                       

148 probable ubiquitin-conjugating 
enzyme e2-17 kda 

 

11022580 
 

                                                       

200 putative heat shock 70-related 
protein 1,mitochondrial 

precursor 

68127922 
 

                                                    

201 putative heat shock protein 
 

putative heat shock protein 
 

322490382 
 

134061093 
 

68127922 

                                                            

http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C68130221%7Cemb%7CCAJ09532.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C322492996%7Cemb%7CCBZ28281.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C322490382%7Cemb%7CCBZ25642.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C322493022%7Cemb%7CCBZ28307.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C134064296%7Cemb%7CCAM40496.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C68127358%7Cemb%7CCAJ04676.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C68127358%7Cemb%7CCAJ04676.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C61619791%7Cgb%7CAAX47428.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C322489475%7Cemb%7CCBZ24733.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C322488736%7Cemb%7CCBZ23983.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C68566348%7Cgb%7CAAY99389.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C11022580%7Cemb%7CCAC14238.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C68127922%7Cemb%7CCAJ06535.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C322490382%7Cemb%7CCBZ25642.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C134061093%7Cemb%7CCAM38114.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C68127922%7Cemb%7CCAJ06535.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
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putative heat shock 70-related 
protein 1,mitochondrial 

precursor 
 
 

 

202 glucose-regulated protein 78 
 

putative glucose-regulated 
protein 78 

 
putative beta-

fructofuranosidase 
 

putative heat shock 70-related 
protein 1,mitochondrial 

precursor 
 

16797868 
 

134063480 
 
 

322504205 
 
 

68127922 
 

                                                     

203 heat shock protein 70  
 

glucose-regulated protein 78  
 

heat shock protein 70-related 
protein 

  
putative heat shock 70-related 

protein 1,mitochondrial 
precursor  

 

293057 
 

16797868 
 

134062940 
 

68127922 
 

                                                     

204 heat shock protein 70  
 

putative heat-shock protein 
hsp70  

 
heat shock protein 70-related 

protein  
 

putative heat shock 70-related 
protein  

1,mitochondrial precursor  
 

293057 
 

134063644 
 
 

134062940 
 
 

68127922 
 

                                                     

205 glucose-regulated protein 78  
 

putative glucose-regulated 
protein 78 

 
putative heat shock 70-related 

protein 1,mitochondrial 
precursor  

 

16797868 
 

134063480 
 
 

68127922 

                                                     

206 paraflagellar rod protein 1D  
 

paraflagellar rod protein 1D  

27977612 
 

134064346 

                                                          

http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C16797868%7Cgb%7CAAL29192.1%7CAF322906_1&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C16797868%7Cgb%7CAAL29192.1%7CAF322906_1&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C322504205%7Cemb%7CCAM41512.2%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C68127922%7Cemb%7CCAJ06535.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C16797868%7Cgb%7CAAL29192.1%7CAF322906_1&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C16797868%7Cgb%7CAAL29192.1%7CAF322906_1&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C134062940%7Cemb%7CCAM39388.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C68127922%7Cemb%7CCAJ06535.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C16797868%7Cgb%7CAAL29192.1%7CAF322906_1&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C16797868%7Cgb%7CAAL29192.1%7CAF322906_1&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C134062940%7Cemb%7CCAM39388.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C68127922%7Cemb%7CCAJ06535.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C16797868%7Cgb%7CAAL29192.1%7CAF322906_1&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C16797868%7Cgb%7CAAL29192.1%7CAF322906_1&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C68127922%7Cemb%7CCAJ06535.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C68127922%7Cemb%7CCAJ06535.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C27977612%7Cgb%7CAAO25623.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C134064346%7Cemb%7CCAM42436.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
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207 paraflagellar rod protein 1D  
 

paraflagellar rod protein 1D  
 

27977612 
 

134064346 
 

                                                     

208 putative heat shock 70-related 
protein 1,mitochondrial 

precursor 
 

68127922 
 

                                                      

210 putative heat shock 70-related 
protein 1,mitochondrial 

precursor 
 

putative heat shock 70-related 
protein 1,mitochondrial 

precursor 

68127922 
 
 
 

134064193 
 

                                                     

211 putative heat shock 70-related 
protein 1,mitochondrial 

precursor 
 

putative heat shock 70-related 
protein 1,mitochondrial 

precursor 

68127922 
 
 
 

134064193 
 

                                                     

214 putative T-complex protein 1, 
theta subunit 

 
paraflagellar rod protein 1 

 

68130360 
 
 

51704749 
 

                                                     

215 putative ATPase beta subuni 
 

putative ATPase beta subunit 
 

enolase 

68126939 
 

134062671 
 

134068394 
 

                                                     

216 putative vacuolar ATP synthase 
subunit b 

 

134063609 
 

                                                     

217 paraflagellar rod protein 1D 
 

paraflagellar rod protein 1D 
 

27977612 
 

134064346 
 

                                                     

218 putative carboxypeptidase 
 

134065382 
 

                                                     

219 putative peptidase 
M20/M25/M40 

 
enolase 

 

134065290 
 
 

134068394 
 

                                                      

220 putative heat shock 70-related 
protein 1,mitochondrial 

precursor 

68127922 
 
 

                                                     

http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C27977612%7Cgb%7CAAO25623.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C134064346%7Cemb%7CCAM42436.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C68127922%7Cemb%7CCAJ06535.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C16797868%7Cgb%7CAAL29192.1%7CAF322906_1&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C16797868%7Cgb%7CAAL29192.1%7CAF322906_1&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C16797868%7Cgb%7CAAL29192.1%7CAF322906_1&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C16797868%7Cgb%7CAAL29192.1%7CAF322906_1&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C68130360%7Cemb%7CCAJ09672.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C51704749%7Cgb%7CAAU09406.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C16797868%7Cgb%7CAAL29192.1%7CAF322906_1&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C16797868%7Cgb%7CAAL29192.1%7CAF322906_1&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134068394%7Cemb%7CCAM66684.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C16797868%7Cgb%7CAAL29192.1%7CAF322906_1&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C27977612%7Cgb%7CAAO25623.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C134064346%7Cemb%7CCAM42436.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C134065382%7Cemb%7CCAM40813.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C134065290%7Cemb%7CCAM40718.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134068394%7Cemb%7CCAM66684.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C16797868%7Cgb%7CAAL29192.1%7CAF322906_1&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
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2,3-bisphosphoglycerate-
independent 

phosphoglycerate mutase 
 

Enolase 

321398823 
 
 
 

134068394 
 

221 putative seryl-tRNA synthetase 
 

enolase 
 

322489210 
 

134068394 
 

                                                   

222 putative T-complex protein 1, 
beta subunit 

 

134063213 
 
 

                                                     

223 putative carboxypeptidase 
 

134060164 
 

                                                     

225 Sequence 96 from patent US 
6500437 

 
alpha tubulin 

 

29699212 
 
 

606648 
 

                                                     

226 Adenosylhomocysteinase 
 

alpha tubulin 
 

284794943 
 

606648 
 

                                                     

227 Actin 
 

alpha tubulin 
 

28627572 
 

606648 
 

                                                     

228 Actin 
 

28627572 
 

                                                      

229 S-adenosylhomocysteine 
hydrolase  

  

159402 
 

                                                     

230 conserved hypothetical 
protein  

 
cysteine peptidase A (CPA)  

 
conserved hypothetical 

protein  
 

134061620 
 

134061296 
 

134059457 
 

                                                      

231 putative NADH:flavin  
oxidoreductase/NADH oxidase  

134060140 
 

                                                      

233 putative proliferative cell 
nuclear antigen (PCNA) 

 

134060612 
 

                                                      

234 putative glutamine synthetase 
 
 

calmodulin-like protein 
containing EF hand domain 

134059293 
 
 

134067555 
 

                                                       

http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C321398823%7Cemb%7CCBZ09057.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134068394%7Cemb%7CCAM66684.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C322489210%7Cemb%7CCBZ24465.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134068394%7Cemb%7CCAM66684.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C134063213%7Cemb%7CCAM45414.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C134060164%7Cemb%7CCAM45571.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C29699212%7Cgb%7CAAO95731.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C606648%7Cgb%7CAAA58321.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C284794943%7Cgb%7CADB93802.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C606648%7Cgb%7CAAA58321.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C16797868%7Cgb%7CAAL29192.1%7CAF322906_1&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C606648%7Cgb%7CAAA58321.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C16797868%7Cgb%7CAAL29192.1%7CAF322906_1&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134061296%7Cemb%7CCAM38321.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134059457%7Cemb%7CCAM41683.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134060140%7Cemb%7CCAM37454.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C322496428%7Cemb%7CCBZ31498.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134059293%7Cemb%7CCAM36993.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134067555%7Cemb%7CCAM65834.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
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236 cystathionine beta-synthase 
 

putative succinyl-CoA ligase 
[GDP-forming] beta-chain 

 
putative succinyl-CoA ligase 
[GDP-forming] beta-chain 

 
 

134068777 
 
 

68129949 
 

134066278 
 

                                                     

237 cystathionine beta-synthase  
 

putative aspartate 
aminotransferase  

 
 

134068777 
 

134065530 
 

                                                     

238 putative transaldolase 
 

putative transaldolase 
 

putative RNA-binding protein 

134068657 
 

134060699 
 

12311843 
 

                                                     

239 cytochrome c oxidase subunit 
IV 

134060127 
 

                                                      

240 elongation factor 2 86161656 
 

                                                     

242 activated protein kinase C 
receptor LACK 

 
activated protein kinase C 

receptor LACK 
 
 

11139411 
 
 

68127629 
 

                                                     

243 elongation factor 1-beta 
 

134061398 
 

                                                     

244 putative proteasome alpha 3 
subunit 

134060339 
 

                                                     

245 putative 2,4-dihydroxyhept-2-
ene-1,7-dioic acid aldolase 

134062713 
 

                                                     

246 putative 2,4-dihydroxyhept-2-
ene-1,7-dioic acid aldolase 

134062713 
 

                                                     

247 putative proteasome beta 3 
subunit  

 

134063366 
 

                                                     

248 putative 2,4-dihydroxyhept-2-
ene-1,7-dioic acid aldolase 

134062713 
 

                                                     

249 Peroxidoxin 134062125 
 

                                                     

250 GTP-binding protein 
homologue 

349484 
 

                                                      

http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134066278%7Cemb%7CCAM44069.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134062125%7Cemb%7CCAM36512.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134065530%7Cemb%7CCAM43298.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134068657%7Cemb%7CCAM66957.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134060699%7Cemb%7CCAM37714.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C12311843%7Cemb%7CCAC22661.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134074164%7Cemb%7CCAM72906.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134074164%7Cemb%7CCAM72906.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134060435%7Cemb%7CCAM37603.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C68127629%7Cemb%7CCAJ05732.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134061398%7Cemb%7CCAM38423.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134060339%7Cemb%7CCAM37500.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C68126939%7Cemb%7CCAJ05181.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134063366%7Cemb%7CCAM39542.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134060127%7Cemb%7CCAM37440.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134060127%7Cemb%7CCAM37440.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C349484%7Cgb%7CAAA18826.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
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251 putative 
phosphomannomutase 

 
conserved hypothetical 

protein 
 

134066180 
 

68128613 
 

                                                      

252 tryparedoxin peroxidase 
 

programmed cell death 6 
protein-like protein 

 

134060577 
 

134060275 
 
 

                                                     

254 tryparedoxin peroxidase 134060577 
 

                                                     

255 putative ribonucleoprotein 
p18, mitochondrial precursor  

134060501 
 

                                                     

256 putative 40S ribosomal protein 
S12] 

 

134060194 
 

                                                     

257 tryparedoxin  
 

programmed cell death 6 
protein-like protein  

134063791 
 

134060275 
 
 

                                                     

258  
putative heat shock protein 

 
134061093 

 

                                                     

259 enolase  134060435 
 

                                                     

260 elongation factor EF-1a  
 

1857215 
 

                                                      

263  chaperonin HSP60, 
mitochondrial precursor 

chaperonin HSP60, 
mitochondrial precursor 

134074164 
 

134066187 
 

                                                           

264 chaperonin HSP60, 
mitochondrial precursor 

chaperonin HSP60, 
mitochondrial precursor 

134074164 
 

134066187 
 

                                                           

265 paraflagellar rod protein 2C 134060772 
 

                                                           

266 2,3-bisphosphoglycerate-
independent 

phosphoglycerate mutase 
 

2,3-bisphosphoglycerate-
independent 

phosphoglycerate mutase 

321398823 
 
 
 

134066655 
 

                                                           

272 putative RNA helicase 134061910 
 

                                                           

273 Actin 
 

12311849 
 

                                                           

http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C68128613%7Cemb%7CCAJ08745.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134060577%7Cemb%7CCAM42125.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134060275%7Cemb%7CCAM45685.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C11139411%7Cgb%7CAAG31685.1%7CAF125254_1&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C159402%7Cgb%7CAAA29265.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134060275%7Cemb%7CCAM45685.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134061093%7Cemb%7CCAM38114.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C68127416%7Cemb%7CCAJ05106.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C1857215%7Cgb%7CAAB48400.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134065659%7Cemb%7CCAM43430.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134065659%7Cemb%7CCAM43430.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134065659%7Cemb%7CCAM43430.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134065659%7Cemb%7CCAM43430.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134066655%7Cemb%7CCAM44454.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134062713%7Cemb%7CCAM39156.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134062713%7Cemb%7CCAM39156.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
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274 Peroxidoxin 
 

putative proteasome alpha 2 
subunit 

134062125 
 

134061940 
 

                                                           

275 S-adenosylhomocysteine 
hydrolase 

 
glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase 

159402 
 
 

9550 
 
 

                                                           

276 haloacid dehalogenase-like 
hydrolase-like protein 

322505234 
 

                                                           

277 pyruvate dehydrogenase E1 
beta subunit, putative 

134062781 
 

                                                           

278 conserved hypothetical 
protein 

 
conserved hypothetical 

protein 

134061620 
 

134059457 
 

                                                           

279 putative glutamine synthetase 
putative cystathionine beta-

lyase 

134059293 
134064972 

 

                                                           

280 conserved hypothetical 
protein 

68125881 
 

                                                           

282 Enolase 
 

134060435 
 

                                                           

283 conserved hypothetical 
protein 

134060431 
 

                                                           

284 putative RNA-binding protein 
 

134065659 
 

                                                           

285 heat shock protein 70-related 
protein 

134062940 
 

                                                           

286 putative proteasome alpha 7 
subunit 

 

134063099 
 

                                                           

287 conserved hypothetical 
protein 

 

134060328 
 

                                                           

289 Peroxidoxin 
 

serine/threonine protein 
phosphatase I 

134062125 
 

3236432 
 

                                                           

291 Tryparedoxin 
 

tryparedoxin 
 

134063791 
 

322505287 
 

                                                           

292 cofilin-like protein 
 

134063716 
 

                                                           

293 small myristoylated protein 1 55714656 
 

                                                           

http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134062713%7Cemb%7CCAM39156.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134061940%7Cemb%7CCAM38981.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134060194%7Cemb%7CCAM45602.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C9550%7Cemb%7CCAA46333.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C322505234%7Cemb%7CCAM39679.2%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134061620%7Cemb%7CCAM38651.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134061620%7Cemb%7CCAM38651.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C159402%7Cgb%7CAAA29265.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C159402%7Cgb%7CAAA29265.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134064972%7Cemb%7CCAM43083.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C68125881%7Cemb%7CCAJ03483.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134060501%7Cemb%7CCAM42048.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134060431%7Cemb%7CCAM37599.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134063791%7Cemb%7CCAM39979.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134062940%7Cemb%7CCAM39388.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134063099%7Cemb%7CCAM45297.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134060772%7Cemb%7CCAM37787.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C3236432%7Cgb%7CAAC23679.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134063791%7Cemb%7CCAM39979.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C322505287%7Cemb%7CCAM39980.2%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134063716%7Cemb%7CCAM39901.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C55714656%7Cgb%7CAAV59017.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
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294 conserved hypothetical 
protein 

134060182                                                            

303 paraflagellar rod protein 2C 
 

calmodulin-like protein 
containing EF hand domain 

 

134060772 
 

134067555 
 

                                                             

304 paraflagellar rod protein 2C 
 

calmodulin-like protein 
containing EF hand domain 

 

134060772 
 

134067555 
 

                                                             

306 putative heat shock 70-related 
protein 1,mitochondrial 

precursor  
 

68127922 
 

                                                      

307 calmodulin-like protein 
containing EF hand domain 

 

134067555                                                                                                                     

308 chaperonin HSP60, 
mitochondrial precursor 

134074164 
 

                                                             

310 2,3-bisphosphoglycerate-
independent 

phosphoglycerate mutase  

321398823 
 

                                                                                                                     

311 chaperonin HSP60, 
mitochondrial precursor  

 

134074164 
 

                                                             

312 chaperonin HSP60, 
mitochondrial precursor  

134074164 
 

                                                             

313 putative heat shock 70-related 
protein 1,mitochondrial 

precursor  
 

68127922 
 

                                                             

314 putative heat shock 70-related 
protein 1,mitochondrial 

precursor  
 

68127922 
 

                                                             

316 putative T-complex protein 1, 
theta subunit 

 

68130360 
 

                                                                                                                     

317 chaperonin HSP60, 
mitochondrial precursor  

134074164 
 

                                                                                                               

318 chaperonin HSP60, 
mitochondrial precursor 

 

134074164 
 

                                                             

319 putative ATPase beta subunit 68126939 
 

                                                                                                                

320 conserved hypothetical 
protein 

 

134069786                                                              

321 elongation factor EF-1a  1857215                                                              

http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134060182%7Cemb%7CCAM45590.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134060501%7Cemb%7CCAM42048.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134060501%7Cemb%7CCAM42048.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C322489468%7Cemb%7CCBZ24726.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134060501%7Cemb%7CCAM42048.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134063791%7Cemb%7CCAM39979.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134060577%7Cemb%7CCAM42125.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134061398%7Cemb%7CCAM38423.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C322489468%7Cemb%7CCBZ24726.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C322489468%7Cemb%7CCBZ24726.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134073774%7Cemb%7CCAM72512.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C68129949%7Cemb%7CCAJ09257.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134060140%7Cemb%7CCAM37454.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C1857215%7Cgb%7CAAB48400.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
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322 protein disulfide isomerase  134073774 
 

                                                                                                                       

324 putative vacuolar ATP synthase 
subunit b  

 
trypanothione reductase  

134085080 
 
 

322496428 
 

                                                             

325 putative vacuolar ATP synthase 
subunit b  

 
trypanothione reductase  

134085080 
 

322496428 
 

                                                                                                                          

327 Enolase 
 

134068394 
 

                                                             

328 protein disulfide isomerase  134073774 
 

                                                                                                                            

330 chaperonin HSP60, 
mitochondrial precursor 

 
pyruvate kinase 

 

134074164 
 
 

134073189 
 

                                                             

331 actin  
 

12311849 
 

                                                             

332 alpha tubulin  
 

322489468 
 

                                                             

334 cystathionine beta-synthase  
 

putative aldose 1-epimerase  

134068777 
 

134073282 
 

                                                                                                                            

335 putative vacuolar ATP synthase 
subunit b  

 
GDP-mannose 

pyrophosphorylase  

134085080 
 
 

134069789 

                                                             

336 protein disulfide isomerase  
 

conserved hypothetical 
protein  

 

134073774 
 

321438663 
 

                                                                                                                            

338 cytochrome c oxidase subunit 
IV  

cytochrome c oxidase subunit 
IV, partial  

protein disulfide isomerase  
actin  

134060127 
 

6468043 
 

134073774 
12311849 

 

                                                             

340 chaperonin HSP60, 
mitochondrial precursor  

 
actin  

 

134074164 
 
 

12311849 
 

                                                                                                                            

http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134060140%7Cemb%7CCAM37454.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134060140%7Cemb%7CCAM37454.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134060140%7Cemb%7CCAM37454.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C322496428%7Cemb%7CCBZ31498.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C322489468%7Cemb%7CCBZ24726.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134060577%7Cemb%7CCAM42125.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134060577%7Cemb%7CCAM42125.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134073189%7Cemb%7CCAM71909.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134073774%7Cemb%7CCAM72512.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C68128896%7Cemb%7CCAJ06116.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C68130360%7Cemb%7CCAJ09672.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134073282%7Cemb%7CCAM72006.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C159323%7Cgb%7CAAA29235.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134069789%7Cemb%7CCAM68115.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C12311849%7Cemb%7CCAC22667.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C12311849%7Cemb%7CCAC22667.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C12311849%7Cemb%7CCAC22667.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C12311849%7Cemb%7CCAC22667.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134073189%7Cemb%7CCAM71909.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134073774%7Cemb%7CCAM72512.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134073774%7Cemb%7CCAM72512.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
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putative isocitrate 
dehydrogenase  

68129089 
 

341 putative inosine-adenosine-
guanosine-nucleoside 

hydrolase  
 

inosine-adenosine-guanosine-
nucleoside hydrolase, putative  

134071171 
 
 
 

322500939 
 

                                                             

343 S-adenosylmethionine 
synthetase  

 

321398550 
 

                                                                                                                            

344 alpha tubulin  
 

conserved hypothetical 
protein  

 

322489468 
 
134063939 
 

                                                                

345 putative aconitase  
 

zeta-crystallin/NADPH-
oxidoreductase-like protein  

 

134068962 
 

112383450 
 

                                                                                                                            

346 putative NADP-dependent 
alcohol dehydrogenase  

 
putative protein disulfide 

isomerase  
 

134069817 
 
 

134070442 

                                                             

347 putative NADP-dependent 
alcohol dehydrogenase  

134069817 
 

                                                             

348 gp63 protein  
 

gp63 

159323 
 

253400290 
 

                                                                                                                            

349 putative reiske iron-sulfur 
protein precursor  

 

321398726 
 

                                                                                                                            

350 putative translation elongation 
factor 1-beta  

 

134072828 
 

                                                             

356 conserved hypothetical 
protein 

 

134070112 
 

                                                             

357 putative RNA-binding protein  
 

putative RNA-binding protein  
 

134065659 
 

321398747 
 

                                                             

358 beta tubulin  
 

beta tubulin  
 

elongation factor 1-beta  

68128896 
 

299829504 
 

322494919 

                                                             

http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C68129089%7Cemb%7CCAJ06701.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134071171%7Cemb%7CCAM69857.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C322500939%7Cemb%7CCBZ36016.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C321398550%7Cemb%7CCBZ08891.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C68128896%7Cemb%7CCAJ06116.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C68128896%7Cemb%7CCAJ06116.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C157674455%7Cgb%7CABV60323.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C157674455%7Cgb%7CABV60323.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134070442%7Cemb%7CCAM68783.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134060339%7Cemb%7CCAM37500.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C253400290%7Cgb%7CACT31401.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C321398726%7Cemb%7CCAM72069.2%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134072828%7Cemb%7CCAM71544.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C134070112%7Cemb%7CCAM68445.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C321398823%7Cemb%7CCBZ09057.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C68128896%7Cemb%7CCAJ06116.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C68128896%7Cemb%7CCAJ06116.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C68128896%7Cemb%7CCAJ06116.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
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putative translation elongation 

factor 1-beta  

 
134074101 

 

359 beta tubulin  
 

beta tubulin  
 

68128896 
 
299829504 
 

                                                             

360 beta tubulin  
 

beta tubulin  
 

68128896 
 
299829504 
 

                                                                                                                            

364 putative succinyl-CoA ligase 
[GDP-forming] beta-chain  

68129949 
 

                                                             

366 alpha tubulin  
 

succinyl-CoA ligase [GDP-
forming] beta-chain,putative  

 
putative succinyl-CoA ligase 
[GDP-forming] beta-chain  

322489468 
 
 

322490883 
 
 

68129949 
 

                                                             

367 alpha tubulin  
 

322489468 
 
 

                                                                                                                            

369 putative 2,4-dihydroxyhept-2-
ene-1,7-dioic acid aldolase  

 
putative 

phosphomannomutase  
 

134062713 
 
 

134074157 
 

                                                             

370 putative proteasome activator 
protein pa26  

 

134073261 
 

                                                             

372 putative translation elongation 
factor 1-beta  

 

134072828 
 

                                                                                                                            

373 promastigote alpha-2 subunit  
 

12054744 
 

                                                                                                                            

375 putative mitochondrial 
peroxiredoxin  

 

16751316 
 

                                                             

376 putative mitochondrial 
peroxiredoxin  

 

16751316 
 

                                                             

379 beta tubulin  
 

putative IgE-dependent 
histamine-releasing factor  

 
putative heat-shock protein 

hsp70  

68128896 
 

68126733 
 
 

134063644 
 

                                                                                                                            

http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C68128896%7Cemb%7CCAJ06116.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C68128896%7Cemb%7CCAJ06116.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C68128896%7Cemb%7CCAJ06116.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C68128896%7Cemb%7CCAJ06116.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C68128896%7Cemb%7CCAJ06116.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134073189%7Cemb%7CCAM71909.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C68128896%7Cemb%7CCAJ06116.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C68128896%7Cemb%7CCAJ06116.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C68128896%7Cemb%7CCAJ06116.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C68128896%7Cemb%7CCAJ06116.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134073189%7Cemb%7CCAM71909.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134073189%7Cemb%7CCAM71909.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134073189%7Cemb%7CCAM71909.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134072828%7Cemb%7CCAM71544.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C293057%7Cgb%7CAAA53690.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C16751316%7Cgb%7CAAL25846.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C68126733%7Cemb%7CCAJ05083.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C322491865%7Cemb%7CCBZ27138.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
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381 putative ribonucleoprotein 
p18, mitochondrial precursor  

 
ribonucleoprotein p18, 

mitochondrial 
precursor,putative 

 
p18 protein  

 
putative ribonucleoprotein 

p18, mitochondrial precursor  

134060501 
 
 

322489787 
 
 
 

469152 
 

68125397 
 

                                                             

382 alpha tubulin  
 

paraflagellar rod protein 1 
 

322489468 
 

51704749 
 

                                                             

383 tryparedoxin  44889410 
 

                                                             

384 small myristoylated protein 1 55714656 
 

                                                                                                                            

385 putative heat shock 70-related 
protein 1,mitochondrial 

precursor  
 

68127922 
 

                                                             

386 actin severing and dynamics 
regulatory protein  

 

68566348 
 

                                                             

401 carboxypeptidase, putative  
 

putative seryl-tRNA synthetase  
 

322497435 
 

68124775 
 

                                                              

402 putative ATPase beta subunit  68126939 
 

                                                              

403 succinyl-diaminopimelate 
desuccinylase-like protein  

 

134071863 
 

                                                              

404 S-adenosylhomocysteine 
hydrolase 

 
adenosylhomocysteinase  

 
metallo-peptidase, Clan M-, 

Family M49 
 

159402 
 
 

284794943 
 
 

134067141 
 

                                                              

405 putative vacuolar ATP synthase 
subunit b 

 

134085080 
 

                                                              

406 putative transaldolase 
 

134068657 
 

                                                              

http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134061910%7Cemb%7CCAM38950.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C322489787%7Cemb%7CCBZ25047.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134069786%7Cemb%7CCAM68112.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C68125397%7Cemb%7CCAJ03256.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C68127922%7Cemb%7CCAJ06535.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C68127922%7Cemb%7CCAJ06535.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C44889410%7Cgb%7CAAS48350.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002484.dat&hit=gi%7C68126939%7Cemb%7CCAJ05181.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C68566348%7Cgb%7CAAY99389.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C322497435%7Cemb%7CCBZ32509.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134059293%7Cemb%7CCAM36993.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134071863%7Cemb%7CCAM70556.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134063366%7Cemb%7CCAM39542.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C284794943%7Cgb%7CADB93802.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134067141%7Cemb%7CCAM65406.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134060182%7Cemb%7CCAM45590.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
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407 putative serine/threonine 
protein phosphatase catalytic 

subunit  
 

putative serine/threonine 
protein phosphatase  

 

68127416 
 
 
 

322492798 
 

                                                              

408 putative succinyl-CoA ligase 
[GDP-forming] beta-chain  

68129949 
 

                                                              

410 putative 
phosphomannomutase 

134074157 
 

                                                              

411 pyruvate dehydrogenase E1 
beta subunit, putative  

134062781 
 

                                                              

413 putative mitochondrial 
peroxiredoxin  

 

16751316 
 

                                                              

414 putative cytochrome c oxidase 
subunit V  

 

68127244 
 

                                                              

Legenda:  mais abundante   menos abundante    ausente. 

*Spots numerados de acordo com as figuras 10, 11 e 12) 

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134068657%7Cemb%7CCAM66957.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134068657%7Cemb%7CCAM66957.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C134062781%7Cemb%7CCAM39227.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352
http://157.86.28.219/mascot/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20140206%2FF002481.dat&hit=gi%7C68127244%7Cemb%7CCAJ05389.1%7C&db_idx=1&px=1&ave_thresh=41&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=henk_41034865127352

