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RESUMO

As Leishmanioses sdo doencas causadas por protozodarios tripanosomatideos do género
Leishmania e, no Brasil, as espécies Leishmania amazonensis e Leishmania braziliensis
sdo predominantemente associadas a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)
enquanto Leishmania infantum, € agente da Leishmaniose Visceral (LV). Estas espécies
foram utilizadas neste estudo por sua importancia clinica e epidemioldgica no nosso pais.
O sequenciamento do genoma de algumas espécies de Leishmania mostrou que cada
genoma pode conter cerca de oito mil genes que codificam proteinas, dos quais mais da
metade sdo genes hipotéticos. Apesar desse grande nimero, existem poucos dados acerca
das proteinas hipotéticas e suas funcBes bioldgicas, sendo indispensaveis estudos para
caracterizacdo. Em um trabalho anterior do nosso grupo, foi realizada uma analise
protebmica comparativa entre cepas de L. infantum com diferenga de viruléncia. Dentre as
proteinas com diferenca de abundéancia, foram selecionadas as proteinas de funcédo
desconhecida LmxM.36.6760, aumentada na cepa mais virulenta, e LinJ.30.3360,
aumentada na cepa menos virulenta. Assim, no presente estudo, foi nosso objetivo
caracterizar essas duas proteinas de fungdo desconhecida. Inicialmente, utilizamos anélises
de bioinformatica através dos servidores NCBI, ProtParam, UniProtKB, Expasy, que
indicaram presenca de sequéncias similares as das proteinas LmxM.36.6760 e
LinJ.30.3360 nas espécies L. braziliensis, L. donovani, L. major, L. mexicana e L.
infantum, e estas ndo apresentam peptideo sinal, dominio transmembrana ou ancora GPI. A
estrutura secundaria predita para LmxM.36.6760 é de alfa-hélice enquanto para a proteina
LinJ.30.3360 é de folha-beta. Observamos similaridade dos resultados obtidos entre os trés
preditores de localizacdo celular: TargetP, WOLF PSORT e DeepLoc-1.0, que indicaram
localizagdo na mitocondria para proteina LmxM.36.6760 e localizacdo no citoplasma do
parasito para proteina LinJ.30.3360. Os resultados de microscopia confocal mostraram-se
inconclusivos quanto a localizacdo celular das proteinas LmxM.36.6760 e LinJ.30.3360.
Foi possivel observar que ambas as proteinas apresentam abundancia similar entre as

especies L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum.

Palavras-chave: Caracterizacdo, Leishmania, predi¢cdes, proteinas, proteinas hipotéticas.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a disease caused by trypanosomatid protozoa of the genus Leishmania, and
in Brazil the species Leishmania amazonensis and Leishmania braziliensis are predominantly
associated with American Cutaneous Leishmaniasis (ACL) while Leishmania infantum is an
agent of Visceral Leishmaniasis (VL). These species were used in this study because of their
clinical and epidemiological importance in our country. Sequencing the genome of some
Leishmania species has shown that each genome can contain about 8,000 genes encoding
proteins, of which more than half are hypothetical genes. Despite this large number, there are
few data on hypothetical proteins and their biological functions, and studies for
characterization are indispensable. In a previous study of our group, a comparative proteomic
analysis was performed between L. infantum strains with virulence difference. Among
proteins with difference in abundance, proteins of unknown function LmxM.36.6760, which
increased in the most virulent strain, and LinJ.30.3360, which increased in the less virulent
strain, were selected. Thus, in the present study, it was our aim to characterize these two
proteins of unknown function. Initially, we used bioinformatics analysis through the serves
NCBI, ProtParam, UniProtKB, Expasy which indicated the presence of sequences similar to
those of LmxM.36.6760 and LinJ.30.3360 in L. braziliensis, L. donovani, L. major, L.
mexicana and L. infantum, and these do not present signal peptide, transmembrane domain or
GPI anchor. The secondary structure predicted for LmxM.36.6760 is alpha-helix whereas for
LinJ.30.3360 protein is beta-pleated. We observed similarity in the results obtained among the
three cell localization predictors: TargetP, WOLF PSORT and DeepLoc-1.0, which indicated
localization in the mitochondria for LmxM.36.6760 protein and localization in the cytoplasm
of the parasite for protein LinJ.30.3360. Confocal microscopy results were inconclusive as to
the cellular localization of LmxM.36.6760 and LinJ.30.3360 proteins. It was possible to
observe that both proteins present similar abundance among the species L. amazonensis, L.

braziliensis and L. infantum.

Keywords: Characterization, Leishmania, predictions, proteins, hypothetical proteins.
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1. INTRODUCAO

1.1 Leishmania spp.

Protozoérios do género Leishmania (Ross, 1903) pertencem a ordem Kinetoplastida, a
familia Trypanosomatidae e sdo considerados de grande importancia médica e veterinaria.
A transmissdo da infeccdo para os hospedeiros vertebrados ocorre através da picada de
fémeas de flebotomineos infectadas que pertencem a ordem Diptera, a familia Psychodidae
(Desjeux, 2001).

Lainson e Shaw (1987) classificaram as espécies que acometem o homem em
complexos, agrupados em dois subgéneros de acordo com o seu tipo de desenvolvimento
no trato digestério dos flebotomineos: o subgénero Leishmania, com desenvolvimento
suprapilario (predominante nos intestinos médio e anterior) e o subgénero Viannia, com
desenvolvimento peripilario (processo de desenvolvimento com uma fase que se passa no
intestino posterior). O subgénero Leishmania ocorre tanto no Novo como no Velho
Mundo, enquanto o subgénero Vianna é restrito a regides Neotropicais.

Hé& duas formas principais durante o ciclo de vida do parasito: promastigotas, que sao
formas flageladas e extracelulares, presentes no trato digestivo de insetos e amastigotas,
formas ndo-flageladas e intracelulares obrigatdrias, encontradas em células do SMF
(Sistema Mononuclear Fagocitico) dos hospedeiros vertebrados (Secundino et al. 2005;
Gossage et al. 2003). Durante o repasto sanguineo, os flebotomineos regurgitam na pele do
hospedeiro juntamente com a saliva, as formas infectantes (promastigostas metaciclicas)
do parasito. As células do SMF do hospedeiro endocitam estas formas, que se transformam
em amastigotas e comecam a se multiplicar, causando a ruptura desta célula e infectando
novas células do SMF. Estudos recentes, em modelos laboratoriais, tem demonstrado a
participacdo de neutrdfilos durante o ciclo no hospedeiro vertebrado, para verificar esta
migracdo, foi observada através da citometria de fluxo uma infiltracdo significativa de
neutrofilos na pele de camundongos C57BL/6 acompanhada por um recrutamento
consideravel de macrofagos (Peters et al. 2008). Ao se alimentar em um hospedeiro
infectado, o flebotomineo ingere os macrofagos contendo as formas amastigotas, que apés
atingirem o tubo digestivo se transformam em promastigotas que se multiplicam
intensamente e passam por mudancas morfologicas e fisiologicas, chamada
metaciclogénese, gerando as promastigotas metaciclicas. Estas ndo mais se dividem, e sdo
as formas infectantes para o hospedeiro vertebrado (Ashford, 2000; Choi & Lerner, 2001;
Bates, 2007).
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No hospedeiro invertebrado, foi demonstrado que a ingestdo de uma segunda refeigéo
de sangue ndo infectada por flebotomineos infectados por Leishmania desencadeia a
desdiferenciacdo de promastigotas metaciclicas, considerados um estagio terminalmente
diferenciado dentro do vetor, a um estagio semelhante a leptomonadas, a promastigota
retroleptomonado. A metaciclogénese reversa ocorre apOs cada refeicdo de sangue
subsequente, onde promastigotas de retroleptomonados se multiplicam rapidamente e se
diferenciam para promastigotas metaciclicas, aumentando a infecciosidade do
flebotomineo. Esses achados colocam fontes de sangue prontamente disponiveis como um
elemento critico na transmissdo e propagacdo de patdgenos transmitidos por vetores
(Serafim et al., 2018).

1.2 Leishmanioses

As leishmanioses sdo consideradas de grande importancia na satde puablica mundial,
com ampla distribuicdo geografica, representando um complexo de doencas de carater
crénico, com importante espectro clinico e diversidade epidemiologica (Ministério da
Saude, 2007). Sua importancia levou a Organizacdo Mundial da Satude (OMS) a inclui-la
entre as 6 doencas consideradas prioritarias em seu programa de controle (WHO, 2018),
sendo considerada endémica em 98 paises em 5 continentes (Alvar et al. 2012).

As leishmanioses podem apresentar diversas formas clinicas, dependendo da espécie
de Leishmania envolvida e da susceptibilidade do hospedeiro (Saravia et al. 1989):
leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose tegumentar (LT); esta Gltima é classificada de
acordo com a manifestacdo clinica das lesbes em leishmaniose mucocutanea (LMC),
leishmaniose cutanea difusa (LCD) e leishmaniose cutdnea (LC) (Desjeux, 2004).

A LV acomete os 6rgdos internos e é a forma mais grave da doenca em humanos
(WHO, 2018). E uma doenca infecciosa sistémica, de evolugio cronica, caracterizada por
febre irregular de intensidade média e de longa duracdo, esplenomegalia, hepatomegalia,
acompanhada de anemia, leucopenia, trombocitopenia, hipergamaglobulinemia e
hipoalbuminemia (Desjeux, 1996). E causada por Leishmania (L.) donovani no Velho
Mundo, tendo como reservatorio os seres humanos e Leishmania (L.) infantum no Sudeste
da Europa, na regido do Mediterrdneo e no Novo Mundo, incluindo o Brasil, tendo os
canideos como reservatorios domésticos (Desjeux 2004; De Oliveira et al. 2004).

O tratamento da LV no Brasil é realizado atraves dos medicamentos: antimoniato-N-
metil glucamina (Glucantime) e a anfotericina B, sendo esta a Gnica opgéo para gestantes e
pacientes que tenham contraindica¢6es ou que manifestem toxicidade ou refratariedade em

12



relacdo ao uso dos antimoniais pentavalentes. O tratamento da LTA ¢é feito por meio do
Glucantime (antimoniato de N-metilglucamina) (Mishra et al. 1994; Figueir6 Filho et al.
2005; Costa et al. 2007).

As acdes de controle da LV preconizadas pelo Ministério da Saude séo baseadas no
diagndstico e tratamento precoce de casos humanos, controle do reservatdrio canino e
aplicacdo de inseticidas para os vetores (Costa; Vieira, 2001, Werneck et al. 2008).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma doenca complexa e multifatorial
que resulta de fatores ambientais, assim como perfil imunolégico e genético do hospedeiro
e é causada por diferentes espécies de Leishmania, que acometem a mucosa e pele
(Castellucci et al. 2014).

Primariamente, sdo infeccdes de carater zoonético, acometendo o homem e seus
animais domésticos de maneira secundaria (Basano; Camargo, 2004). No Brasil, as
principais espécies envolvidas na LTA séo: Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania
(Leishmania) amazonensis, Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.) shawi,
Leishmania (V.) naiffi, Leishmania (V.a) lainsoni (Gontijo; Carvalho, 2003; Bassano;
Camargo, 2004).

As principais manifestacoes observadas nos pacientes com LTA podem ser
classificadas de acordo com seus aspectos clinicos, patolégicos e imunoldgicos. A
leishmaniose cutanea localizada é caracterizada por lesdes indolores, ulcerosas, Unicas ou
maultiplas. J& a forma mucocutanea é reconhecida por lesbes das mucosas que afetam as
regibes nasofaringeas. A forma disseminada apresenta multiplas Ulceras cutaneas,
enquanto o aparecimento de lesdes nodulares ndo ulceradas séo caracteristicas da forma
difusa (Silveira et al. 2004; Berman 2005).

O controle da LTA deve ser flexivel, distinto e adequado a cada regido ou foco em
particular. Para definir as estratégias de controle, devem ser considerados 0s aspectos
epidemioldgicos, com prioridade ao diagnostico precoce, ao tratamento dos casos humanos
e as atividades educativas. Para o controle de vetores, a medida recomendada consiste na
utilizacdo de inseticidas de acdo residual. A indicagdo deste controle devera ser
determinada pelas analises conjuntas dos dados epidemiolégicos e entomoldgicos, ndo
sendo indicado para ambiente silvestre. N&do sdo recomendadas agGes para controle de

animais domésticos com LTA (Ministério da Saude, 2010).
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1.3 Organizacao genémica em Leishmania spp.

A disponibilidade das sequéncias gendmicas de diversos parasitos gerou um aumento
progressivo no entendimento da biologia destes, possibilitando o reconhecimento de
possiveis alvos para intervencdo, como alvo para drogas (de Azevedo et al. 2009).

Os tripanosomatideos apresentam uma Unica e grande mitocondria contendo o
cinetoplasto, composto por uma rede de moléculas de DNA circulares, denominado KDNA
sendo dividido em: minicirculos e maxicirculos. Essas moléculas apresentam tamanho e
funcbes diferentes e ainda representam cerca de 20 a 25% do DNA total da célula
(Westenberger et al. 2006).

Praticamente todos os genes dos tripanosomatideos ndo possuem introns, mas sdo
dependentes da presenca das regides intergénicas para se expressarem, sugerindo que estas
podem conter 0s sinais necessarios para a transcricdio e maturacdo do RNAmM
(Papadopoulou, 2003). A regulacdo da expressdo de genes em tripanosomatideos acontece
principalmente durante as modificaces pos-transcricionais e traducionais (Clayton et al.
2002; Rosenzweig et al. 2008; Paape et al. 2011).

No género Leishmania ocorre a transcri¢do policistronica, gerando RNAS imaturos
contendo mais de um gene, como acontece em organismos procariotos. Nesse parasito,
grupos de genes codificantes de proteinas que tém uma mesma orientacdo em uma das fitas
de DNA sdo transcritos simultaneamente gerando RNAm precursores policistronicos
(Haile; Papadopoulou, 2007).

Portanto cada RNAm € clivado em uma reacdo de trans-splicing que insere uma
sequéncia em torno de 39 nucleotideos denominada spliced-leader na extremidade 5° de
cada RNAm. J4 as extremidades 3° destes RNAm passam pelo processo de poliadenilacao
oferecendo maior estabilidade ao transcrito maduro (Papadopoulou et al. 2003).

Estes parasitos possuem o genoma com aproximadamente 32Mb e cerca de 8.300
genes. Uma peculiaridade do género é o agrupamento sinténico e conservagao génica, mais
de 99% entre L. major, L. infantum e L. braziliensis. Como estratégia de sobrevivéncia em
condicOes de estresse, estes parasitos geralmente investem em variagcbes no nimero de
copias do DNA (Laffitte et al. 2016).

Nos ultimos anos foram realizados alguns estudos que apuraram que grande parcela
dos genes codificadores em Leishmania sdo expressos constitutivamente. Contudo, em
alguns casos encontram-se RNAs estagios regulados. Os produtos génicos, fruto dessa

regulagcdo estdo envolvidos em diversas vias funcionais na célula, como proteinas de
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choque térmico, proteinas estruturais, transportadores, metabolismo e de superficie.
(Cohen-Freue et al. 2007).

Uma vez que os tripanosomatideos possuem regulagdo pos-transcricional da expressao
genica, em Leishmania, os niveis de RNAm néo representam a realidade absoluta da
abundancia de proteinas, tendo potencial de serem dados relativamente incertos, além de
ndo esclarecer os niveis de modifica¢bes pos-traducionais, sendo capaz de mudar a funcéo
de uma dada proteina, além de aumentar o repertorio proteico a partir de um conjunto

determinado de genes (Anderson et al. 1997; Gygi et al. 1999).

1.4 Genes hipotéticos e Proteinas hipotéticas

A maioria dos genes identificados nos genomas sequenciados é baseada tanto na
similaridade com outros genes conhecidos, quanto na significancia estatistica de uma
sequéncia ser codificadora de proteina (Rogic, 2001). Na maioria dos casos é comum o
gene ser identificado como uma janela aberta de leitura (ORF do inglés Open Reading
Frame) anotada no genoma (Doolittle, 1996). Uma ORF é determinada como uma regido
do DNA que comeca em um codon de iniciacdo (ATG) e finaliza em um dos cddons de
terminacdo e possivelmente, serd traduzida em um polipeptideo. Segundo o Candida
Genome Database (CGD), uma ORF ndo € classificada como um gene até que seja
demonstrada a presenca de um transcrito e/ou produto proteico (Arnaud, 2005).

Genes que nao foram caracterizados e suas anota¢des ndo podem ser comparadas com
genes ja conhecidos sdao chamados de genes hipotéticos. Eles podem ndo apresentar
nenhum homologo conhecido ou podem ser homologos de genes com funcdo
desconhecida, dessa forma sendo chamados de genes hipotéticos conservados. Estes
representam uma grande parcela nos bancos de dados disponiveis (Kolker 2004).

Koonin e colaboradores (2002) definem Proteinas Hipotéticas através de analises
computacionais a partir de sequéncias de acidos nucleicos. Dessa forma, tem sua existéncia
predita, mas ndo se encontra evidéncia experimental da sua expressdo. Sdo caracterizadas
por baixa identidade com as proteinas conhecidas anotadas em bancos de dados.

Peacock e colaboradores (2007) revelaram que L. major e L. infantum possuem um
cariotipo de 36 cromossomos enquanto que L. braziliensis apresenta 35 cromossomos.
Smith e colaboradores (2007) compararam 0s genomas de L. major, L. infantum e L.
braziliensis dentre os genes espécie-especificos, um total de 81 genes foram identificados e
mesmo entre estes, a maioria (73%) sdo anotados como hipotéticos. Devido a notavel
porcentagem de genes depositados em bancos de dados como codificadores para proteinas
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hipotéticas e da relevancia da defini¢do da sua funcionalidade, diversos estudos tem sido
realizados com o objetivo de identificar e caracterizar funcionalmente as proteinas

hipotéticas.

1.5 Analises in silico para predi¢cdo de funcao de proteinas

Para realizar as andlises in silico para predicdo de funcao de proteinas, as ferramentas
da bioinforméatica vém sendo Otimas aliadas, colaborando consideravelmente para sua
determinacéo. Diversas abordagens podem ser utilizadas para contribuir na caracterizagao
funcional de proteinas. Dentre elas, podemos mencionar analises de similaridade, busca
por dominios, predicdo de modificacdes pds-traducionais, estruturas secundarias e predicao

da localizacdo celular.

1.5.1 Analise de similaridade

A andlise de similaridade € Util para a descoberta de informacgdes funcionais,
estruturais e evolucionérias nas sequéncias biolégicas de acidos nucleicos e de
aminoacidos.

Para verificar o alinhamento de sequéncias existem varias ferramentas disponiveis pela
bioinformatica que podem gerar informagdes sobre uma nova sequéncia comparando-a a
outras ja conhecidas por meio de acesso a banco de dados. A ferramenta mais comum de
comparacdo de sequéncias com os bancos de dados gendmicos € o BLAST (Basic Local
Alignment Search). Por meio deste algoritmo é possivel detectar rapidamente no banco de
dados, a existéncia de uma sequéncia consideravelmente parecida com a pesquisada e
exclui os resultados ndo proveitosos das regides de homologia identificadas. Com esta
ferramenta é possivel compararmos uma sequéncia de DNA ou proteina com todas as
sequéncias disponiveis nos bancos de dados publicos. Esta ferramenta pode ser utilizada
para inferir relagdes funcionais e evolutivas entre sequéncias, bem como facilitar na

identificacdo de membros de familias de genes (Altschul et al., 1990).

1.5.2 Presencga de dominios

Dominios proteicos sdo regides conservadas de uma determinada sequéncia de
proteina que estdo associadas a sua estrutura e fungdo. Em geral, as proteinas apresentam
um ou mais dominios funcionais. Os dominios séo vistos como unidades funcionais e
representam uma parte da cadeia polipeptidica que € independentemente estavel, revelando
capacidade para a realizagdo de uma tarefa fisica/quimica especifica ou para ligacdo a um
dado substrato, entre outras fungdes. Diversas combina¢fes de dominios criam a grande
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variedade de proteinas que estdo presentes na natureza. A identificacdo dos dominios de
uma proteina pode dar informacdes sobre sua fungdo (Alberts et al., 2010).
O Pfam € um banco de dados de dominios e familias de proteinas e representa uma

importante ferramenta para predi¢édo de funcéo protéica (Punta et al., 2012).

1.5.3 Modificacdes pos-traducionais

As modificacbes pos-traducionais definem a plasticidade funcional e estrutural das
proteinas em archaea, procariotos e eucariotos. A modificacdo de proteinas em multiplos
locais modula a atividade e as intera¢cbes macromoleculares, e esta envolvida em uma serie
de processos moleculares fundamentais. As modificagdes pos-traducionais afetam a
conformacédo e as interacGes da proteina e podem mediar o sequestro de proteinas nos
compartimentos celulares e organelas. Dentre as modificagcBes poOs-traducionais estdo a
ubiquitinacdo, oxidacao, glicosilagédo, fosforilagcdo, metilacdo, acetilacdo e outras (Jensen,
2006).

1.5.4 Estrutura proteica

Sé&o reconhecidos quatro niveis da estrutura proteica, sendo classificadas por: estrutura
primaria, estrutura secundéria, estrutura tercidria e estrutura quaternaria. A estrutura
primaria é a sequéncia de aminodcidos especificos da proteina. A estrutura secundéria
apresenta maior complexidade apresentando arranjos espaciais de conformacdo da
proteina, as estruturas secundarias mais importantes sdo a alfa-hélice e a folha-beta, se
estabilizam através das pontes de hidrogénio. A estrutura terciaria é a conformacdo
tridimensional, sendo formada pela estrutura secundaria; e a estrutura quaternaria se forma

a partir de aglomeraces das estruturas terciarias (Branden & Tooze, 1999).

1.5.5 Localizacao celular

Para compreender as funcBes das proteinas & necessario a determinacdo de sua
localizacdo na ceélula. A predicdo de localizacdo celular de uma proteina consiste na
identificacdo de peptideos sinais existentes na sequéncia de aminoacidos da proteina
através de analises in silico (Emanuelsson et al., 2000, Emanuelsson et al., 2007). Cada
proteina traz em sua estrutura a informacdo necesséria especifica para sua localizagdo na
célula. Sequéncias especificas de aminoacidos conhecidas por sinais topogénicos ou
peptideos sinais definem se a proteina sera transportada através da membrana para o
interior de uma organela, sera exportada para fora da célula ou se sera integrada a
membrana. Estas sequéncias podem ser uma pequena por¢do de aminodcidos geralmente
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no inicio ou final da proteina; ou podem estar localizadas no meio da proteina (Alberts et
al., 2010).

Diversos programas computacionais possibilitam a predicdo da localizacédo celular de
proteinas. O TargetP, por exemplo, prediz a localizacdo celular de proteinas através da
presenca de peptideos sinal. Este programa identifica proteinas destinadas para a
mitocondria, membrana, via secretora e outras, utilizando a informagdo N-terminal com
confianca de 90% (Emanuelsson et al., 2000, Emanuelsson et al., 2007, Desler et al.,
2009).
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2. JUSTIFICATIVA

Na era pds-gendmica, varias sequéncias de genomas e transcriptomas foram
depositados nos bancos de dados nos ultimos anos, assim, uma grande fracdo dos genes
identificados por projetos genoma codificam um grupo de proteinas com funcbes
desconhecidas, anotadas como proteinas preditas ou proteinas hipotéticas (HPs). Vérias
sequéncias de proteinas tornaram-se disponiveis através da traducdo conceitual de janela
aberta de leitura (ORF). Essas proteinas foram anotadas sem andlise estrutural detalhada
ou avaliacdo funcional. A maioria delas ndo € caracterizada experimentalmente. A
caracterizagdo de proteinas com funcdo desconhecida representa um desafio tanto a
genémica funcional quanto a biologia e é importante para completar a informacédo
gendmica e protedmica.

Nosso grupo de pesquisa vem trabalhando na identificacdo de fatores de viruléncia em
L. infantum. Neste sentido, realizamos um estudo protedmico comparativo entre duas cepas
do parasito que exibem diferenca de viruléncia quando infectam cultura de macrofagos e
animais (hamsters), sendo a cepa MHOM/BR/1972/BH400 a mais virulenta e a cepa
MHOM/BR/1972/BH46 a menos virulenta. As analises nos mostraram 20 proteinas com
abundéancia aumentada na cepa mais virulenta, e 16 diminuidas. Todas essas proteinas
podem estar relacionadas com o fendtipo de viruléncia nessa espécie. A proteina de
fungdo desconhecida LmxM.36.6760 estava 2,78 mais abundante na cepa mais virulenta
enquanto a LinJ.30.3360 estava 7,4 vezes diminuida nesta cepa, sugerindo maiores
investigacOes a cerca do papel dessas proteinas na viruléncia de L. infantum (Pires et al.,
2014).

No entanto, anterior ou simultdneo ao estudo do envolvimento dessas proteinas na
viruléncia de L. infantum, é importante realizar a sua caracterizacdo atraves de analises de
bioinformética, localizacdo celular e andlise de abundancia entre as espécies L.
amazonensis, L. braziliensis e L. infantum, para uma melhor compreensdo da fungéo

bioldgica dessas proteinas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Caracterizar as proteinas de funcdo desconhecida LmxM.36.6760 (XP_003875035.1)
e LinJ.30.3360 (XP_001467184.1) nas espécies Leishmania amazonensis, Leishmania

braziliensis e Leishmania infantum.

3.2 Objetivos especificos

e Comparar a similaridade e realizar predi¢bes estruturais, funcionais e o alinhamento
das sequéncias das proteinas de funcdo desconhecida LmxM.36.6760 e LinJ.30.3360
com outras sequéncias depositadas em bancos de dados.

e Determinar a localizacao celular das proteinas de funcdo desconhecida LmxM.36.6760
e LinJ.30.3360 em Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis e Leishmania

infantum.

e Auvaliar a abundancia das proteinas de funcdo desconhecida LmxM.36.6760 e
LinJ.30.3360 em Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis e Leishmania

infantum.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Analises de bioinformatica

Para realizacdo da andlise de bioinformatica, a sequéncia FASTA das proteinas de
funcdo  desconhecida  LmxM.36.6760  (XP_003875035.1) e LinJ.30.3360
(XP_001467184.1) foram obtidas no banco de dados NCBI (National Center for
Biotechnology Information) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). As anélises de similaridade e
o alinhamento da sequéncia das proteinas foram realizadas através da ferramenta BlastP no
servidor NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

A caracterizacdo fisico-quimica, massa molecular teorica, ponto isoelétrico, a
composicdo de aminoacidos e composicdo atbmica foram obtidas através da ferramenta
ProtParam no servidor Expasy (https://www.expasy.org/).

As predicbes de localizagdo celular, de funcdo da proteina, de peptideo sinal, de
acetilacdo, de fosforilacdo, de hélice transmembrana e se a proteina é secretada por uma
via ndo classica, foram previstas a partir do banco de dados DTU Bioinformatics
(http://www.cbs.dtu.dk/services/). Foi realizada uma predicdo de estrutura secundaria
através da ferramenta PSIPRED utilizando o servidor UCL Departament of computer
Science (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/), a predicao de ancora de GPI foi realizada pela

ferramenta PredGPI usando o servidor Biocomp.unibo (http://gpcr.biocomp.unibo.it/).
4.2 Materiais bioldgicos

4.2.1 Parasitos

Foram utilizadas as espécies L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8); L. braziliensis
(MHOM/BR/1975/M2903) e L. infantum (MHOM/BR/1972/BH400). As formas
promastigotas em fase estacionaria de crescimento, foram cultivadas e mantidas em meio
LIT, suplementado com 10% de SFB (soro fetal bovino) e antibi6tico, em estufa B.O.D
(Demanda Bioquimica de Oxigénio) a 26 °C. Foram realizados repiques semanais a fim de
obter o crescimento das culturas das especies ja mencionadas. Para realizar 0s
experimentos de western blotting e localizacdo celular, foram utilizados 1x10° e 1x10°
parasitos, respectivamente. Todos os experimentos foram feitos em duplicatas com
replicatas. Ambas sdo mantidas no Laboratério de Leishmanioses no Departamento de

Parasitologia em meio de cultura, criopreservadas e em hamsters no biotério.
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4.2.2 Producao da proteina recombinante e anticorpo

A produgdo das proteinas (rLmxM.36.6760 e rLinJ.30.3360) de forma recombinante
assim como a obtenc¢édo do anticorpo policlonal em coelhos, foram realizados anteriormente
pelo nosso grupo de pesquisa. As proteinas recombinantes foram produzidas por meio de
gene sintético adquirido da empresa GenScript em vetor de expressdao pET28a-TEV. Este
foi utilizado na transformacdo de Escherichia coli cepa BL-21 Star. Através de
eletroporacdo realizada no aparelho MicroPulser (Bio-Rad) com choque de 2,50 kV.

Posteriormente, as bactérias foram semeadas em meio Agar, apds 24 horas de
crescimento, as colbnias foram selecionadas para serem expressas. Para isto, foi realizado
um pré-inéculo, em seguida, foi vertido no meio de expresséo, tendo sua densidade dtica
(OD) monitorada. Assim que a OD atingiu o valor de 0,6, foram adicionados ao meio
0,4mM IPTG 1M (lIsopropyl-p-thiogalactopyranoside) e incubado a 37°C por 4 horas.
Apos este periodo, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 30 minutos em
refrigeragdo a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet armazenado no freezer a -
80°C.

Apés esta etapa, as amostras foram purificadas, para isso, as bactérias foram lisadas da
seqguinte forma: o pellet foi descongelado e solubilizado na solugcdo tampdo do
homogeneizador (Fosfato 20 mM, NaCl 0,5 M, DTT 1 mM). As amostras passaram pelo
homogeneizador quatro vezes. Depois foram centrifugadas por 15 minutos a 4°C, para a
separacdo das porcdes pellet e sobrenadante. Este foi centrifugado novamente, sob as
mesmas condi¢cdes, e 0 sobrenadante resultante foi purificado por cromatografia de
afinidade, utilizando coluna de niquel, no cromatografo AKTA™ Prime Plus (GE
Healthcare). A amostra foi eluida em tampéo contendo imidazol. O pellet foi tratado com
um tampao contendo 8M de uréia, para a solubilizacdo das proteinas, e depois foi
centrifugado a 12000 rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi aplicado no AKTA™
Prime Plus (GE Healthcare), no qual foram realizadas duas corridas. A primeira corrida
para retirar a uréia e a segunda para eluicdo.

Para verificar a expressdo foi realizado um Western Blotting (WB), utilizando gel
SDS-PAGE, na qual foi aplicada a proteina recombinante. Posteriormente, a proteina foi
transferida para uma membrana de nitrocelulose (Amersham Protran 0.45um, NC
300mmx4m 1 roll). Esta foi incubada com anticorpo anti-His, para o reconhecimento da

proteina, uma vez que a proteina recombinante é fusionada a cauda de histidina. O sinal de
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reconhecimento foi revelado utilizado anti-lgG de mouse conjugado com peroxidase
(Sigma-Aldrich).

Para obtencdo de soro anti-rLmxM.36.6760 e anti-rLinJ.30.3360, um coelho foi
utilizado para cada proteina, este, foi imunizado com 9 doses de 200ug das proteinas e
500ul do adjuvante Completo de Freund em intervalos de quinze dias. Quinze dias ap0ds a
ultima imunizacéo, foi realizada a puncao cardiaca para retirada do sangue, 0 mesmo foi
centrifugado e o soro foi armazenado no freezer -20°C, para posterior utilizacdo. A
presenca de anticorpos contra cada uma das proteinas recombinantes nos soros dos coelhos
imunizados foi verificada por ensaios de ELISA tendo as recombinantes como antigeno.

4.3 Localizacéo celular

4.3.1 Microscopia Confocal

Para o ensaio de imunolocalizacdo das proteinas LmxM.36.6760 e LinJ.30.3360,
promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum na fase estacionaria de
crescimento, foram lavadas, centrifugadas (2.500 rpm a 24°C por 5 minutos) e
ressuspendidas em PBS.

Inicialmente, as unidades das laminulas (Cover Glass 22x22) foram tratadas com
500ul de poli-L-lisina por 5 minutos, em seguida foram secas em temperatura ambiente
(T.A). Foi utilizada uma placa de cultura com seis pog¢os, na qual foi posicionada uma
laminula por poco. Em seguida, foram distribuidos 1x10° parasitos por laminula e os
mesmo foram mantidos a T.A por 30 minutos. Posteriormente, foram realizadas 3 lavagens
com PBS e os parasitos foram fixados a T.A utilizando solu¢cdo de formol a 4% em PBS
por 30 minutos. Trés laminulas contendo os parasitos foram permeabilizadas com Triton x-
100 a 0,2% por 10 minutos a 4°C em camara Umida e as outras trés laminulas ndo passaram
pela permeabilizacdo. Para verificar a integridade morfolégica das células, as laminulas
foram observadas em microscépio invertido.

Laminulas em duplicata permeabilizadas e ndo permeabilizadas, foram incubadas com
soro de anti-LmxM.36.6760 e anti-LinJ.30.3360 em uma diluicdo 1:50. As outras
laminulas em duplicatas permeabilizadas e ndo permeabilizadas foi adicionado anti-
KMP11 (kinetoplastid membrane protein — Cedarlane®) como controle de proteina de
membrana, em uma dilui¢cdo de 1:100. Ambos foram diluidos em solucdo de bloqueio e
incubados em camara umida a 4°C overnight, protegido da luz. Apés a incubacdo, foram

realizadas trés lavagens com PBS e as laminulas foram incubadas por 1 hora com anticorpo
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secundario anti-rabbit conjugado com Alexa555 (Thermo Fisher Scientific) para as
proteinas LmxM.36.6760 e LinJ.30.3360 e com o anti-mouse conjugado com Alexa488
(Thermo Fisher Scientific) para a proteina KMP11, na diluicdo de 1:500, e em seguida,
incubados em camara Umida a 4°C protegidos da luz. Posteriormente, foram adicionados
2ul de Hoechst em PBS em todas as laminulas. Na sequéncia, as laminulas foram lavadas
por trés vezes e secas a T.A. As laminas de microscopia (superfrost slide) foram
preparadas com meio de montagem hidromount da Electron microscopy Science e foram
mantidas no escuro até secarem.

As laminas foram observadas utilizando o microscépio Confocal Zeiss LSM 880 do
Centro de Aquisicdo e Processamento de Imagens da UFMG (CAPI) com o auxilio do
professor Dr. Dawidson Assis Gomes. As imagens foram analisadas com o software Zen 2.
Esse programa foi utilizado para controle do brilho e do contraste, com o objetivo de

ressaltar os resultados observados, aléem de permitir realizar a sobreposigao das imagens.

4.4 Avaliacdo da abundéancia das proteinas LmxM.36.6760 e LinJ.30.3360 em

diferentes espécies de Leishmania

4.4.1 Extrato proteico

Formas promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum foram
cultivadas e mantidas em meio LIT, suplementado com 10% de SFB e antibiético, em
estufa B.O.D a 26 °C, foram utilizados 1x10° parasitos de cada espécie. As mesmas foram
lavadas trés vezes com meio de cultura RPMI (Meio Roswell Park Memorial Institute) sem
soro fetal bovino, por meio de centrifugacGes a 2.500 rpm, por 10 minutos, e os pellets
acondicionados em freezer -80°C.

A extracdo de proteinas foi realizada solubilizando os parasitos em tampéao de lise (8M
uréia, 2M 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 & temperatura ambiente sob agitacdo. Apos esse
periodo, as amostras passaram por um processo de lise mecénica utilizando uma agulha
26G e o conteudo foi, entdo, centrifugado por 30 minutos a 14.000 rpm e o sobrenadante
aliquotado e acondicionado em freezer -80°C. As proteinas foram dosadas utilizando o 2D-
Quant kit (GE Healthcare) de acordo com as instrugdes do fabricante.
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4.4.2 Western blotting

Foi realizado um Western Blotting (WB) para avaliar a abundancia das proteinas
LmxM.36.6760 e LinJ.30.3360 em diferentes espécies de Leishmania. Para isto, foi
utilizado gel SDS-PAGE a 12% para o fracionamento de 40 pg do extrato proteico bruto
de cada espécie. O gel foi transferido para a membrana de nitrocelulose (Amersham
Protran 0.45um, NC 300mmx4m 1 roll), utilizando sistema semi-dry (Amersham
Bioscienses). As interacdes inespecificas foram bloqueadas com 5% de leite em po
desnatado (Molico) e 0,1% de Tween-20 em PBS. As proteinas foram identificadas a partir
da incubacdo da membrana com os soros das proteinas LmxM.36.6760 e LinJ.30.3360.
Foram testadas trés diluices do soro para cada extrato 1:50, 1:200 e 1:400, sendo a
titulacdo 1:50 escolhida. O anticorpo secundario utilizado foi o anti-rabbit IgG conjugado
com peroxidase (Sigma-Aldrich), diluicdo 1:1.000. Foi utilizado o anticorpo anti-a-
Tubulina (Sigma-Aldrich) diluicdo 1:1.000 como normalizador da reacdo. O anticorpo
secundario foi o anti-mouse IgG conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich), dilui¢do
1:1.000.

Para a revelacdo foi utilizado o kit ECL (GE Healthcare) de quimioluminescéncia. As
membranas foram digitalizadas utilizando o aparelho Image Quant LAS 500 (GE
Healthcare Life Sciences) e as intensidades das bandas foram analisadas pelo software
ImageJ (Wayne Rasband, NIH, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/).

4.4.3 Anélise estatistica

Para a analise estatistica dos ensaios de western blotting, foi construido um modelo
linear generalizado (GLM, Crawley, 2013). As diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas quando os valores p forem inferiores a 0,05 (valor de P <
0,05). Todas as analises foram realizadas utilizando o software R (R Development Core
Team, 2015).
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5. RESULTADOS

5.1 Anélises de bioinformatica
A sequéncia FASTA das proteinas foram obtidas através do banco de dados NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), como observada na Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncia FASTA das proteinas LmxM.36.6760 e LinJ.30.3360

Sequéncia FASTA

MFRRLSVCVPFVTTARFYTPSEELKKLYASDFER
AQFPVNIVPSDSVTFAKFLYKAVEPKGNFDAILK
DFQTIAAAIPKLPVFWQRTVVVSEVKEFKSLSAP
0i|401421092 / XP_003875035.1 TTFTLEWMQSNGMLDLLPDVAEVYETYVNAKT
KRVTAKIYVAPGKEQDRALVEKAKGVAEQVVK
DNKQFVGYTLVPKVMVDRSIVEGFAVDVQGSY
VNEAVGREKEMQASGEVDYTTIPPPRLSKTTWE
DNIETEVLRKYLDTLSLYDAEELKSGV

MMYTGEIENGQMHGRGCLIYPNKEKYEGDWV
YGKRHGHGVYTYADGSKYDGEWVEDKVHGK
GTCYYASGNRYTGDWTFGRINGRGTLEYADGD
RYDGEWKDGRMHGKGLYYYSNGDRYDGEWK
DDKRHGKGTVTYAGPDGSVSEKFDGDWVEGR
MQGWGKYYYADGGVYEGEWQDGKMHGKGT

0i|146094146 / XP_001467184.1 YIFPNGNKYEGEWCDDVKQGYGVLTYVNGERY
EGYWLDDKAHGTGTLTYLQGDRYTGEWYQGK
KHGRGTLAYSNKDTYEGEWRNDSATGRGVLEY
ANGCRYEGDWLDDRRHGEGQLLLPDGSSYEGG
WVNGKKEGRARIILKCGAVFVGTWKDNRIVGQ
GEFYLSENCDLNNPDY

As andlises de similaridade e o alinhamento da sequéncia das proteinas foram
realizadas através da ferramenta BlastP contra o bancos de dados ndo redundantes, no
servidor NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Para a proteina LmxM.36.6760 foram encontrados 37 Hits com score significativo,
porém, foram consideradas apenas as sequéncias que apresentaram score > 490 nas
diferentes espécies de Leishmania como mostrado na Figura 1.A.

Para andlise de similaridade da proteina LmxM.36.6760, foram consideradas as

sequéncias que apresentaram e-value préximo a zero, identidade > 93% e cobertura de
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100%, podemos observar na Figura 1.B, quatro sequéncias de proteinas hipotéticas
conservadas presentes nas espécies de Leishmania atingiram a estes critérios (Leishmania
infantum, Leishmania major, Leishmania mexicana e Leishmania donovani), sugerindo

que esta proteina € conservada entre estas espécies.

Color key for alignment scores
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l 1 [y 1 1
1 50 100 150 200 250
- Max Total Que E ;
B Description v Ident Accession
score score cover value

conserved hypothetical profein [Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/J1103] 524 524 97% 0.0 100% XP_003875035.1
conserved hypothetical protein [Leishmania infantum JPCM5] 496 496 97% de-177 94% XP_001469385.1
conserved hypothetical protein [Leishmania major strain Friedlin] 496 496 97% 9e-177 094% XP_001687269.1
hypothetical protein, conserved [Leishmania donovani] 495 495 97% 2e-176 93% XP_003865818.1

Figura 1. Alinhamento e similaridade da sequéncia da proteina LmxM.36.6760. (A) Alinhamento das
sequéncias que apresentaram score > 490 nas diferentes espécies de Leishmania. (B) Similaridade das
sequéncias que apresentaram e-value proximo a zero, identidade > 93% e cobertura de 100%.

Para a proteina LinJ.30.3360 foram obtidos 260 melhores Hits com score significativo,
porém, foram consideradas apenas as sequéncias que apresentaram score > 681 como
mostrado na Figura 2.A.

Na analise de Similaridade da proteina LinJ.30.3360, foram consideradas as
sequéncias gque obtiveram e-value préximo a zero, identidade > 96% e cobertura 100%.
conforme representado na Figura 2.B, cinco sequéncias de proteinas hipotéticas
conservadas presentes nas especies de Leishmania alcancaram estes critérios, sugerindo
gue esta proteina é conservada entre as espécies: L. infantum, L. major, L. mexicana, L.
panamensis e L. braziliensis. E ha também sequéncia similar de uma proteina na espécie

Leptomonas pyrrhocoris. Estes sdo parasitos de artropodes e podem ser encontrados em
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outros organismos como nematdides, moluscos e anelideos (McGhee e Cosgrove, 1980;
Vickerman, 1994; Wallace, 1966).

Color key for alignment scores
A W40 W40-50 Ws0-80 Ws0-200 W>=200

| Query |

I I T | I T

1 70 140 210 280 350

- x  Total -
B Description AL e = Ident Accession
score score cover value

conserved hypothetical protein [Leishmania infantum JPCMS] 711 711 100% 0.0 100% XP_001467184.1
conserved hypothetical protein [Leishmania major strain Friedlin] 707 707 100% 0.0 99% XP_001684940.1
conserved hypothetical protein [Leishmania mexicana MHOM/GT/20014J1103] 702 702 100% 0.0 99% XP_003877477.1
conserved hypothetical protein [Leishmania braziliensis MHOM/BR/T5MM2904] 688 688 100% 0.0 96% XP_001566959.1
hypothetical protein ABL78_£097 [Leplomonas seymouri] 685 685 100% 0.0 95% KPI84840.1
hypothetical protein ABB37_03086 [Leptomonas pyrrhocoris] 684 684 100% 0.0 96% XP_015661899.1
hypothetical protein LPMP_303280 [Leishmania panamensis] 681 681 100% 0.0 96% XP_010701350.1

Figura 2. Alinhamento e similaridade da sequéncia da proteina LinJ.30.3360. (A) Alinhamento das
sequéncias que apresentaram score > 681 nas diferentes espécies. (B) Similaridade das sequéncias que
apresentaram e-value proximo & zero, identidade > 96% e cobertura de 100%.

Caracteristicas fisico-quimicas (nimero de aminodcidos, massa molecular teérico e
ponto isoelétrico) das proteinas foram preditos através da ferramenta ProtParam no
servidor EXpASY (https://www.expasy.org/) e estdo descritos na Tabela 2. No entanto,
esses parametros estdo sujeitos a alteracBes nas proteinas devido a modificagdes pos-
traducionais e/ou durante o processamento para a realizacdo dos experimentos. No trabalho
de Pires et al., 2014 essas proteinas foram identificadas ap6s terem sido retiradas de 2-DE
(gel bi-dimensional) onde foi registrado que apresentavam massa molecular e ponto
isoeléetricos experimentais diferentes dos teoricos. Para a proteina LmxM.36.6760 o PI
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experimental foi de 5,04 e MM de 37 kDa enquanto para a LinJ.30.3360, o Pl experimental
foi de 5,46 e MM de 49 kDa.

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas das proteinas LmxM.36.6760 e LinJ.30.3360.

Proteinas NUmero de Massa molecular Ponto
aminoacidos tedrica isoelétrico
LmxM.36.6760 258 29.109 kDa 5.37
LinJ.30.3360 358 40.835 kDa 5.32

Também avaliamos a composicdo de aminoéacidos das proteinas utilizando a
ferramenta de predicdo ProtParam no servidor Expasy (https://www.expasy.org/).
Observamos que para a proteina LmxM.36.6760 o aminoacido valina esta presente em
maior quantidade, seguido da lisina, glutamato e alanina respectivamente. Podemos notar
também, a presenca de 36 residuos de aminoacidos com carga negativa (aspartato e
glutamato) e 33 residuos com carga positiva (arginina e lisina) (Figura 3).

Para a proteina LinJ.30.3360, 0 aminoacido glicina se encontra em maior quantidade
na composicdo geral de aminoacidos, seguido da tirosina, aspartato e lisina
respectivamente. Foram encontrados 59 residuos com carga negativa aspartato e

glutamato) e 46 residuos com carga positiva (arginina e lisina) (Figura 4).
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A fim de avaliarmos a presenca de peptideo sinal, hélice transmembrana, via secretora
ou ancora GPI nas proteinas estudadas, utilizamos os banco de dados DTU Bioinformatics
(http://www.cbs.dtu.dk/services/) e a ferramenta PredGPI no servidor Biocomp.unibo
(http://gpcr.biocomp.unibo.it/). No entanto, tais analises ndo indicaram a presenca de
quaisquer das modificagdes citadas.

Para avaliarmos a presenca de modificacBes pds-traducionais como a ubiquitinacéo,
oxidacdo, glicosilacdo, fosforilacdo, metilacdo e acetilacdo das proteinas, utilizamos o
banco de dados DTU Bioinformatics (http://www.cbs.dtu.dk/services/). Contudo as
andlises de ubiquitinagdo, oxidacdo, glicosilacdo, metilacdo e acetilacdo ndo indicaram a
presenca destas modificacbes, porém a predicdo de fosforilacdo indicou 23 sitios de
fosforilacdo para proteina LmxM.36.6760 sendo considerado score significativo =
0,500 pode ser observado na Figura 5.A. Para proteina LinJ.30.3360 apresentou
19 sitios de fosforilagdo considerando também score significativo =2 0,500 pode-se
observar na Figura 5.B.
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Figura 5. Predi¢do de fosforilac&o. (A) Proteina LmxM.36.6760; (B) Proteina LinJ.30.3360, de acordo com
a ferramenta NetPhos utilizando o banco de dados DTU Bioinformatics (http://www.cbs.dtu.dk/services/).
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Realizamos também a predicdo de estrutura secundéria das proteinas, através da

ferramenta PSIPRED utilizando o servidor UCL Departament of computer Science

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/).

Para a proteina LmxM.36.6760 verificou-se a

composicdo principalmente de a-hélice na sua estrutura, como observado em rosa na

Figura 6.A. Ja a proteina LinJ.30.3360 € composta principalmente de folha-p como pode

ser visto em amarelo na Figura 6.B.
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Figura 6. Predicdo da estrutura secundéria. (A) Proteina LmxM.36.6760; (B) Proteina LinJ.30.3360, de
acordo com a ferramenta PSIPRED utilizando o servidor UCL Departament of computer Science
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). Legenda: Rosa a-hélice; Amarelo: Folha-p.
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A predicdo de localizacdo celular foi realizada atraves dos algoritmos DeepLoc-1.0,
TargetP e Wolf PSORT. Para a proteina LmxM.36.6760, as analises indicaram localizacéo
mitocondrial, j& para a proteina LinJ.30.3360 foi predita localizacdo citoplasmatica (Tabela
3).

Tabela 3. Predigdo de localizacdo celular através dos algoritmos DeeplLoc-1.0, TargetP e Wolf
PSORT das proteinas LmxM.36.6760 e LinJ.30.3360.

Proteinas DeepLoc-1.0 TargetP WoLF PSORT
LmxM.36.6760 Mitocondria Mitocondria Mitocondria
LinJ.30.3360 Citoplasma Citoplasma Citoplasma

5.2 Localizacéo celular

5.2.1 Microscopia confocal

A localizagdo celular utilizando a microscopia confocal foi realizada utilizando as
formas promastigotas na fase estacionaria de crescimento de L. amazonensis, L.
braziliensis e L infantum para a proteina LmxM.36.6760 e na espécie L. infantum para a
proteina LinJ.30.3360. ApGs o preparo dos parasitos descrito no item (4.4.1), foram
incubados com soros anti-LmxM.36.6760 e anti-LinJ.30.3360 em uma dilui¢do 1:50 e foi
utilizado o anti-KMP11 (kinetoplastid membrane protein) como controle de proteina de
membrana, em uma diluicdo de 1:100 e anticorpo secundario anti-rabbit conjugado com
Alexa 555 (Thermo Fisher Scientific) para as proteinas LmxM.36.6760 e LinJ.30.3360 e 0
anti-mouse conjugado com Alexa488 (Thermo Fisher Scientific) para a proteina KMP11,
em uma diluicdo de 1:500. Optamos pela utilizacdo das imagens dos parasitos incubados
com o soro anti-LmxM.36.6760 apds a permeabilizacdo devido a qualidade das imagens
para visualizagdo do resultado, este apresentou a proteina na membrana do parasito, sendo
a mesma, co-localizada com a proteina KMP11 (proteina de membrana) (Figura 7). No
entanto, este resultado foi divergente ao encontrado na predicdo de localizagéo celular, que

indicou possivel localizagdo mitocondrial de tal proteina (item 5.1).
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LmxM.36.6760 KMP11 CONTRASTE  LmxM.36.6760 /
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Figura 7. Localizacdo celular da proteina LmxM.36.6760 nas formas promastigotas de L.
amazonensis, L. braziliensis e L. infantum. Os Parasitos permeabilizados foram incubados com soro de
coelho (anti-LmxM.36.6760) na diluicdo 1:50 e anti-KMP11 na dilui¢do de 1:100. Foi usado anticorpo
secundario anti-rabbit, conjugado com Alexa 555 (vermelho) para LmxM.36.6760 e o anti-mouse
conjugado com Alexa488 (verde) para a proteina KMP11, em uma dilui¢do de 1:500. Imagens obtidas com
0 Microscopio Confocal Zeiss LSM 880, objetiva (63x NA 1.4). NA = Numero de abertura.

Para a proteina LinJ.30.3360 o resultado foi bem sucedido somente para espécie
Leishmania infantum e este pode ser visto na Figura 8. As imagens mostram a presenca
dessa proteina também na membrana do parasito ndo permeabilizado, o que é confirmado
através da co-localizacdo com a proteina KMP11 (proteina de membrana). Porém, apés a
permeabilizacdo a proteina LinJ.30.3360 se encontra pontilhada no citoplasma.
Concordando com nossas analises de predicdo de localizacdo celular, que identificou a
proteina no citoplasma (item 5.1). Sendo necessario mais experimento para confirmar a

localizag&o desta proteina.

34
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Nao permeabilizada

Permeabilizada

Figura 8. Localiza¢do celular de promastigotas de L. infantum para proteina LinJ.30.3360, Os
Parasitos permeabilizados e ndo permeabilizados foram incubados com soro de coelho (anti-
LinJ.30.3360) na diluicdo 1:50 e anti-KMP11 na diluicdo de 1:100. Foi usado anticorpo secundario anti-
rabbit, conjugado com Alexa 555 (vermelho) para LinJ.30.3360 e 0 anti-mouse conjugado com Alexa488
(verde) para a proteina KMP11, em uma diluicdo de 1:500. Imagens obtidas com o Microscopio
Confocal Zeiss LSM 880, objetiva (63x NA 1.4). NA = NUmero de abertura.
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5.3 Avaliacdo da abundancia das proteinas LmxM.36.6760 e LinJ.30.3360 em
diferentes espécies de Leishmania

5.3.1 Western blotting

Para verificarmos a abundancia das proteinas alvo no nosso estudo nas diferentes
espéecies de Leishmania, foi realizado o ensaio de Western Blotting utilizando extratos
proteicos de L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum. Para isso, 40ug do extrato total
de proteina das distintas espécies foram fracionados em gel SDS-PAGE 12%. Em seguida,
as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Amersham Protran
0.45um, NC 300mmx4m 1 roll) e a reacdo foi realizada conforme descrito no item 4.3.2.

Foram utilizados os anticorpos anti-LmxM.36.6760, anti-a-Tubulina (Sigma-Aldrich)
e anti-LinJ.30.3360. A banda proteica reconhecida pelo anti-a-tubulina foi usada para a
normalizagdo do experimento e apresentou intensidade de sinal semelhante em L.
amazonensis e L. infantum quando comparadas com o sinal da espécie L. braziliensis
(Figura 9.A). Porém, apés a quantificacdo da intensidade (em unidades arbitrarias), nao
foram observados diferencas estatisticas significativas entre as espécies (Figura 9.B).

Nas membranas que foram incubadas com anti-LinJ.30.3360, podemos verificar a
presenca de sinais fracos em L. braziliensis e L. infantum e a intensidade do sinal em L.
amazonensis é aparentemente mais forte em comparacdo com as outras espécies (Figura
9.A). No entanto, apos a quantificacdo da intensidade (em unidades arbitrarias), ndo foram
observados diferencas estatisticas significativas entre as distintas espécies (Figura 9.B).
Resultado semelhante foi também observado nas membranas incubadas com anti-
LmxM.36.6760, onde a intensidade de sinal foi aparentemente semelhante em L.
braziliensis e L. infantum, e discretamente mais intenso em L. amazonensis (Figura 9.A).
Porém, novamente, ndo foi observada diferenca estatistica significativa apds a
quantificacdo dos sinais obtidos (Figura 9.B). A figura 9.C mostra os dados de intensidade

apos normalizacdo com o controle.
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Figura 9. Avaliacdo da abundéancia das proteinas a-tubulina, LmxM.36.6760 e LinJ.30.3360 por
Western Blotting em extratos proteicos de formas promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e
L. infantum: (A) Imagens do Western blotting obtidas, para a verificacdo da abundancia das proteinas
reveladas com anti-LmxM.36.6760, a-tubulina (normalizador) e anti-LinJ.30.3360; (B) Medicdo de
intensidade dos sinais em unidades arbitrarias através do software ImageJ. (C) Medicéao de intensidade de
sinais apds normalizacdo com a o-tubulina. rPtn = proteina recombinante; La = Leishmania

amazonensis; Lb = Leishmania braziliensis; Li = Leishmania infantum.
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6. DISCUSSAO

Devido ao crescente avango das tecnologias e estudos em larga escala, inimeras
questdes sobre a biologia molecular e estudos genémicos dos organismos puderam ser
esclarecidas. Dentro do contexto dos genomas dos tripanosomatideos, o estudo de
proteinas hipotéticas é de fundamental importancia, uma vez que alguns organismos deste
tdxon, o qual pertence aqueles que sdo objetos de estudo neste trabalho, possuem
aproximadamente 60% de seus proteomas preditos compostos por proteinas néo
caracterizadas. Esta situacdo & mantida atualmente, mesmo considerando a era das
“omicas”, uma vez que a maioria dos estudos focam em elementos dos organismos que ja
estdo bem entendidos e estabelecidos no cenédrio molecular. Por isso, a oportunidade de
expansdo do conhecimento além do que é sabido torna-se um desafio a ciéncia
(Pawtowski, 2008).

A predigdo da funcdo provavel de um gene/proteina é baseada primariamente em
homologia de sequéncias (Smith, 1996; Claverie, 1997). Por meio dos estudos de
similaridade de sequéncias, pode-se atribuir funcdo a, aproximadamente, 60-70% das
proteinas dos organismos mais estudados (Choi et al., 2011; Doerks et al., 2012; Qiao et
al., 2013).

No presente estudo, realizamos algumas predicGes através de andlises de
bioinforméatica. Nossa primeira abordagem foi a busca por similaridade em bancos de
dados das sequencias de espécies do mesmo género. Foi observado alta similaridade nas
sequéncias das duas proteinas estudadas com outras depositadas nos bancos de dados das
espécies L. donovani, L. major, L. mexicana, L. panamensis L. braziliensis e L infantum,
indicando que ambas sdo proteinas conservadas nessas espécies. De fato, analises
comparativas dos genomas de diferentes espécies de Leishmania tem demonstrado sua alta
sintenia, em torno de 98% (Peacock et al., 2007). Essa alta similaridade entre espécies
pode ter facilitado o uso dos soros (anticorpos policlonais) produzidos contra as formas
recombinantes dessas proteinas (clonadas a partir das sequéncia de L. infantum) e
utilizados nos ensaios de western blotting com extratos proteicos das outras espécies, L.
amazonensis e L. braziliensis para avaliarmos abundancia. Foi possivel verificar a presenca
em abundancia similar de ambas as proteinas nas trés espécies estudadas: L. amazonensis,
L. braziliensis e L. infantum. Assim, as proteinas LmxM.36.6760 e LinJ.30.3360, que em
cepas de L. infantum mais virulenta (BH400) haviam apresentado aumento e diminuicdo de

abundéancia, respectivamente, em relacdo a menos virulenta (BH46), apresentam mesmo

38



nivel de abundancia nas distintas espécies. Esse resultado entre espécies em contradi¢éo
com o intra-especifico foi surpreendente. Ao mesmo tempo a similaridade de sequéncia e
de abundancia dessas proteinas pode ser positiva para estudos de caracterizacao, funcéo e
uso. Por exemplo, se for demonstrado que podem ser bons alvos de droga, antigenos
vacinais e/ou antigenos diagnostico para uma espécie, podemos acreditar que tem chance
de serem também para outras espécies. Outrossim, se confirmado o envolvimento destas
proteinas na viruléncia do parasito.

No presente trabalho, também realizamos andlises de predicdes de peptideo sinal,
dominio transmembrana ou ancora GPI. No entanto, as analises mostraram auséncia desses
sinais nas sequéncias das proteinas LmxM.36.6760 e LinJ.30.3360, sugerindo que estas
ndo sdo exportadas. Gohil e colaboradores (2013) avaliaram novas sequéncias depositadas
em células infectadas pelo protozodrio Babesia bovis, através de predicbes de
bioinformética. Para isto, utilizaram alguns critérios de selecdo para identificacdo das
proteinas potencialmente exportadas, como, a presenca de peptideo sinal, dominio
transmembrana ou ancora de GPI foram consideradas. Utilizando estes preditores, 362
proteinas foram identificadas, dentre estas, 214 foram consideradas proteinas exportadas.
Para validacdo destes resultados, cinco proteinas da lista de 214 foram selecionadas e
realizado experimento de fluorescéncia indireta, que demonstrou que uma dessas proteinas
é exportada (Gohil, S. et al. 2013).

As predices de modificacGes pos-traducionais mostraram auséncia desses sinais nas
sequéncias das proteinas LmxM.36.6760 e LinJ.30.3360, porém, as analises de fosforilacédo
indicaram vinte e trés sitios de fosforilacdo para proteina LmxM.36.6760 e dezenove sitios
para proteina LinJ.30.3360. A fosforilagdo de proteinas modula a funcdo proteica em
organismos em todos os niveis de complexidade. Parasitos do género Leishmania sofrem
varias transicdes de desenvolvimento em seu ciclo de vida, desencadeadas pelo ambiente
externo. Os mecanismos moleculares que esses organismos usam para processar e integrar
essas pressdes externas séo em grande parte desconhecidos (Palmeri et al. 2011).

A predigdo de localizagdo celular utilizando os algoritmos TargetP, DeepLoc-1.0 e
WoLF PSORT, mostrou que os resultados obtidos entre os programas foram similares para
ambas as proteinas estudadas: LmxM.36.6760 e LinJ.30.3360 indicando a primeira com
localizagdo na mitocondria e a segunda no citoplasma. Inicialmente, o TargetP foi criado
para predicdo da localizagdo de proteinas de plantas e atualmente estd sendo utilizado para

eucariotos. O programa baseia-se na por¢do N-terminal da sequéncia proteica e separa
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entre proteinas destinadas a mitocondria, ao cloroplasto e a via secretoria (Emanuelsson et
al., 2000). Ja& o WoLF PSORT, converte a localizagdo de aminoécidos em vetores
numéricos buscando peptideos sinais, composicdo de aminoacidos e motivos funcionais.
Sua caracteristica € fornecer diversas localizacGes, entre elas: nucleo, mitocondria, citosol
e membrana plasmatica (Horton et al., 2007). O DeepLoc é um acervo de proteinas com
informagdes confiaveis de localizacdo subcelular, este, prevé a localizagdo subcelular de
proteinas eucaridticas, podendo diferenciar entre dez diferentes localizagdes: nucleo,
citoplasma, extracelular, mitocondria, membrana celular, reticulo endoplasmatico,
cloroplasto, aparelho de golgi, lisossoma / vaclolo e peroxissoma. Este modelo supera
algoritmos atuais de Gltima geracdo, mesmo aqueles que confiam em informacGes de
homologia (Almagro Armenteros et al., 2017).

Brito, 2014, identificou novos antigenos candidatos vacinais contra leishmaniose
visceral canina no genoma de L. infantum, utilizando diversas analises de bioinformatica,
entre elas, a predi¢do de localizacdo celular de proteinas, através dos algoritmos: WoLF
PSORT, TargetP e Sigcleave. O algoritmo TargetP realizou 894 predi¢cdes de proteinas
secretadas, enquanto que os algoritmos Sigcleave e WoLLF PSORT realizaram 1983 e 2020
predicdes respectivamente, entre proteinas secretadas e vinculados a membrana plasmatica
(Brito, 2014). Demonstrando assim que o algoritmo WoLF PSORT é mais abrangente que
0s demais.

Resende e colaboradores (2012) avaliaram métodos de predicdo de epitopos
candidatos vacinais contra leishmaniose, entre as predicdes analisadas utilizando os
algoritmos: WoLF PSORT, TargetP e Sigcleave, estes previram a localizacéo celular e os
resultados mostraram que os algoritmos foram capazes de fazer a predigdo correta da
localizacdo das proteinas de tripanosomatideos. Novamente, o software WoLF PSORT foi
0 que apresentou os melhores indices de acuracia e especificidade (Resende et al., 2012).

Para a complementacdo dos estudos de caracterizacdo de proteinas podemos utilizar
ainda as analises bioquimicas, estrutural, enzimética, molecular, funcional e
imunomarcagao para localizagéo celular.

Dessa forma, a fim de validarmos os dados de predicdo da localizagdo celular,
realizamos ensaios de microscopia confocal, utilizando soro de coelho imunizado com as
proteinas recombinantes rLmxM.36.6760 e rLinJ.30.3360. Estes experimentos indicaram
que as referidas proteinas localizam-se na membrana e em pequena concentracdo no

citoplasma do parasito, respectivamente, para a proteina LmxM.36.6760 nas espécies:
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Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis e Leishmania infantum e para a proteina
LinJ.30.3360 na espécie Leishmania infantum. Estes resultados mostraram-se discordantes
com as andlises in silico de predigdo da localizagdo celular. As analises “in silico” sdo na
maioria das vezes de predicdo e necessitam de experimentos para a real comprovacao.
Defendemos que os dados experimentais ndo podem ser superados pelas predi¢cées. No
entanto, as predicGes de enderecamento, como presenca de peptideo sinal, dominio
transmembrana e ancora GPI, das proteinas estudadas também néo indicaram localizagédo
em membrana. Por tudo isso, acreditamos que andlises adicionais devem ser realizadas
para confirmacdo deste resultado, como por exemplo, a microscopia eletronica de
transmissao, utilizando anticorpo conjugado a particulas de ouro. Estes ensaios ja estdo em
andamento, na fase de padronizacdo das melhores condi¢cdes experimentais para as
diferentes espécies.

Shrestha e colaboradores (2017) em um trabalho de localizacdo celular da proteina
CSUI_005805 especifica de merozoito do protozoario Cystoisospora suis, utilizaram a
técnica de imunolocalizacdo através da microscopia confocal. Os autores observaram que
esta proteina estad presente no complexo da membrana interna, corroborando os achados
nas analises in silico que previram a presenca de peptideo sinal e dominios transmembrana,
sugerindo que esta proteina pode ser sintetizada como proteina madura no citosol e depois
transportada para a membrana externa (Shrestha et al. 2017).

De forma semelhante, Schneider e colaboradores em 2004 realizaram estudos de
predicdo de localizacdo celular da proteina TaD (dominio de associacdo topologica) do
parasito Theileria annulata através do algortimo TargetP. As analises reveleram que a
referida proteina localiza-se na membrana do parasito. A fim de validar esta predicao,
foram realizados experimentos de imunomarcacdo atraves da técnica de microscopia
confocal. As imagens mostraram que a proteina em questdo apresentou localizacdo celular
predomintamente no citoplasma. Os autores também observaram a presenca da proteina
TaD na membrana do parasito, validando os resultado da predicdo de localizacéo celular
(Schneider et al. 2004).

Também Jardim e colaboradores (2002) realizaram a caracterizagdo molecular,
bioquimica e imunocitoquimica de uma proteina peroxissomica 14 (PEX14) de L.
donovani. Entre as diversas analises, eles utilizaram a microscopia confocal para avaliar a

localizacdo celular desta proteina e observaram sua presenca na membrana do parasito,
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validando o resultado obtido nas analises de predicéo de localizacdo celular, que revelaram
a presencga de um dominio transmembrana (Jardim et al. 2002).

Durante o presente estudo, as proteinas alvo no nosso trabalho, foram reanotadas no
banco de dados TritrypDB (The Kinetoplastid Genomics Resource). A proteina
LmxM.36.6760 foi, anteriormente, anotada como uma proteina hipotética conservada de
Leishmania mexicana. Ap6s a reanotacdo, a encontramos como uma provavel subunidade
de ATP synthase delta OSCP (Oligomycin Sensitivity Conferral Protein): proteina que
confere sensibilidade a oligomicina e esta associada a membrana mitocondrial para a
sintese de ATP (Carbajo et al. 2005). Apo6s busca no banco de dados UniProtkKB, foram
encontrados diversos organismos que expressam essa proteina, dentre estes estdo o0s
protozoarios Plasmodium yoelii yoelii, Plasmodium vivax e Babesia bovis. Panigrahi e
colaboradores em 2009 realizaram uma andlise do proteoma mitocondrial de Trypanosoma
brucei através da espectrometria de massa e identificaram 2.897 proteinas, sendo 283
atribuidos a mitocondria. Dentre estas proteinas esta a ATP synthase delta (OSCP) subunit.
Assim, esses dados da literatura, sdo indicativos de que os resultados das nossas analises de
predicdo da localizacdo celular para proteina LmxM.36.6760 estdo coerentes e, que a
referida proteina apresente localizacdo mitocondrial.

Com relacdo a proteina LinJ.30.3360, ela foi, anteriormente, anotada como uma
proteina hipotética de Leishmania infatum, e ap6s a nova anotacdo encontra-se descrita
como uma MORN repeat-containing protein 1. A funcdo precisa dos dominios MORN
ainda ndo foi esclarecida, mas sua localizacdo pode ser variada entre os diferentes
organismos. Tem sido relatado que as MORNSs ligam-se a membrana plasméatica em
celulas de plantas (Ma et al., 2006); foram encontradas no tecido de testiculos humanos
(Choi et al., 2010); no complexo basal em Toxoplasma gondii (Gubbels et al., 2006) e na
estrutura bilobular de Trypanosoma brucei (Morriswood et al., 2009).

Também Gubbels e colaboradores (2006) identificaram em Toxoplasma gondii duas
proteinas MORN. A MORN1 ¢ altamente conservada entre os parasitos do filo
apicomplexa e estd associada a varias estruturas que desempenham papel na divisdo
celular. Apos a superexpressdo da proteina MORNL1 eles observaram uma ma formacao
nas células filhas, confirmando o seu papel na divisdo celular.

Nos cinetoplastideos, a MORNL1 é bem caracterizada em T. brucei. Morriswood e
colaboradores (2009) descobriram TbMORNZ1 como um componente da estrutura bilobular

em T. brucei, que faz parte do citoesqueleto de flagelos e fica nas proximidades da bolsa
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flagelar. Apos o silenciamento de TOMORNL1, produziram-se defeitos de crescimento nas
células prociclicas e a perda de TOMORNL nas formas sanguinea foi letal, indicando tratar-
se de um gene essencial (Morriswood et al., 2009). Nossas analises de predicdo da
localizagdo celular para a proteina LinJ.30.3360 indicaram uma localizacao citoplasmatica,
no entanto, os experimentos de imunolocalizacdo, ndo foram conclusivos quanto a
localizacdo especifica desta proteina. Como verificamos na literatura e através das novas
anotacOes depositadas para essa sequéncia, trata-se de uma proteina com localizacdo
variada entre 0s organismos. Assim, serdo necessarios novos experimentos de localizacéo

celular que possam revelar resultados de forma mais conclusiva.
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7. CONCLUSOES

Foram encontradas sequéncias similares as das proteinas LmxM.36.6760 e
LinJ.30.3360 nas espécies L. braziliensis, L. donovani, L. major, L. mexicana e L.
infantum, e estas ndo apresentam peptideo sinal, dominio transmembrana ou ancora GPI. A
estrutura secundaria predita para LmxM.36.6760 é de alfa-hélice enquanto para a proteina
LinJ.30.3360 é de folha-beta.

Observamos similaridade dos resultados obtidos entre os trés preditores de
localizagdo celular: TargetP, WOLF PSORT e DeepLoc-1.0, que indicaram localizacdo na
mitocdndria para proteina LmxM.36.6760 e localizacdo no citoplasma do parasito para
proteina LinJ.30.3360.

Os resultados de microscopia confocal mostraram-se inconclusivos quanto a
localizagcdo celular das proteinas LmxM.36.6760 e LinJ.30.3360, sendo necessaria a
realizacdo de experimento mais sensivel a fim de determinarmos a real localizacio dessas
proteinas em Leishmania.

As proteinas LmxM.36.6760 e LinJ.30.3360 apresentam abundancia similar entre as

espécies L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum.
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