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RESUMO

Em uma recente abordagem proteémica realizada em Leishmania amazonensis, a diminuicédo
da infectividade dos parasitos foi relacionada com proteinas que mostraram um aumento ou
diminuicdo no seu contetdo de expressdo durante o cultivo in vitro por longos periodos de
tempo, sendo as mesmas relacionadas & sobrevivéncia ou infectividade dos mesmos,
respectivamente. No presente estudo, uma abordagem computacional por meio de
bioinformatica foi realizada com tais proteinas para identificacdo de possiveis fatores de
viruléncia do parasito entre tais moléculas. Trés proteinas foram selecionadas, uma das quais
ndo apresentou homologia estrutural com a sequéncia de proteinas humanas. Este candidato,
denominado de proteina miriostelada-3 (SMP-3), foi clonado e sua versdo recombinante
(rSMP-3) foi utilizada para estimular células mononucleares do sangue periférico (PBMCs)
de individuos saudaveis que vivem em &rea endémica de leishmaniose e de pacientes com
leishmaniose visceral (LV). Os resultados mostraram elevada producgéo de interferon-y (IFN-
Y) e baixos niveis de interleucina 10 (IL-10) nos sobrenadantes das culturas estimuladas.
Ensaios in vivo foram conduzidos em camundongos BALB/c, que foram imunizados com
rSMP-3/saponina e, posteriormente, desafiados com promastigotas de Leishmania infantum.
Nos resultados, a combinagdo rSMP-3/saponina induziu uma produgdo elevada de IFN-y, IL-
12 e GM-CSF pelas células do baco dos camundongos imunizados. O perfil de resposta
imune foi associado a reducdo significativa da carga parasitaria em diferentes 6rgdos dos
animais imunizados. Em conclusdo, os resultados mostram que a proteina SMP-3 pode ser
considerada imunogénica em camundongos e humanos e eficaz na indugdo de prote¢édo contra

a LV murina.

Palavras-chave: Leishmania infantum. Proteinas recombinantes. VVacinas. Bioinformatica.



ABSTRACT

In a proteomics approach performed using Leishmania amazonensis, parasite proteins
showed either an increase or a decrease in their expression content during extensive in vitro
cultivation and were related to the survival and infectivity of the parasites, respectively. In
the present study, a computational screening was performed to predict virulence factors
among these molecules. Three proteins were selected, one of which presented no structural
homology to human proteins. This candidate, namely small myristoylated protein-3 (SMP-
3), was cloned and its recombinant version (rSMP-3) was used to stimulate peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) from healthy subjects living in an endemic area of leishmaniasis
and from visceral leishmaniasis (VL) patients. Results showed high interferon-y (IFN-y)
production and low levels of interleukin 10 (IL-10) in the cell supernatants. An in vivo
experiment was performed on BALB/c mice, which were immunized with rSMP-3/saponin
and later challenged with Leishmania infantum promastigotes. The rSMP-3/saponin
combination induced high production of protein-specific IFN-y, IL-12, and GM-CSF by the
spleen cells of the immunized mice. This pattern was associated with protection, which was
characterized by a significant reduction in the parasite load in distinct organs of the
immunized animals. Altogether, these results revealed that this new virulence factor is
immunogenic in both mice and humans and have proven its protective efficacy against

murine VL.

Keywords: Leishmania infantum. Recombinant proteins. Vaccine. Bioinformatics.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas causadas por parasitos protozoarios do género
Leishmania e afetam alguns milhdes de pessoas em todo o mundo, podendo levar a uma
elevada morbidade e letalidade. O Brasil é responsével por aproximadamente 95% e 40% dos
casos registrados de leishmaniose visceral (LV) e tegumentar (LT), respectivamente, no
Continente Americano, 0 que torna as leishmanioses um importante problema de Saude
Publica e que requer, dessa forma, atencdo especial pelas autoridades de salde competentes
(ALVAR et al., 2012).

Devido a ineficiéncia ou ndo adesdo as medidas de controle disponiveis, da
dificuldade para o diagnostico correto e dos problemas encontrados no tratamento da doenca,
como os diversos efeitos toxicos causados nos pacientes, a ocorréncia de resisténcia dos
parasitos aos farmacos convencionais e/ou seu elevado custo (MINODIER; PAROLA, 2007;
MONDAL et al., 2010); o desenvolvimento de vacinas que sejam capazes de prevenir e
controlar a dispersdo das leishmanioses torna-se desejavel, como uma medida alternativa de
controle da doenca (PALATINIK-DE-SOUSA, 2008).

Uma vez que a cura contra a infeccdo por algumas espécies de Leishmania induz
protecdo contra a reinfeccdo pelo parasito, a busca por vacinas protetoras tem sido constante
(GRIMALDI; TESH, 1993). Preferencialmente, uma vacina protetora contra as leishmanioses
deve conter imundgenos conservados em varias espécies de Leishmania, induzir uma resposta
imune Th1, além de ser segura e apresentar um custo acessivel a populacdo (GRIMALDI;
TESH, 1993; COELHO et al., 2003). Cabe destacar que a maioria dos estudos realizados
utiliza antigenos expressos nas formas promastigotas do parasito, entretanto, antigenos
presentes nas formas amastigotas devem ser também considerados como alvos alternativos
para o desenvolvimento de uma formulagdo vacinal contra as leishmanioses, haja vista que
essa € a forma bioldgica que o parasito mantém contato com o sistema imune do hospedeiro
mamifero durante a infeccdo ativa (WENZEL et al., 2012; FERNANDES et al., 2012).

Atualmente, proteinas recombinantes sdo muito estudadas com a finalidade de se
desenvolver uma vacina segura, passivel de padronizagdo, pura e com custo acessivel a
populacdo (JOSHI et al., 2014). A Organizacdo Mundial de Salde tem preconizado o
desenvolvimento de uma vacina multiprotéica ou polipeptidica, uma vez que esta estratégia
seria desejavel para a protegdo contra as leishmanioses, devido a possibilidade de englobar
diferentes regides antigénicas e imunogénicas de varias proteinas do parasito em uma Unica

vacina.
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A utilizacdo de novas ferramentas biotecnoldgicas, como a protedmica, tem levado a
identificacdo de proteinas com potencial para 0 emprego na prevencdo e/ou diagnostico de
doencas. Recentemente, um estudo protedbmico com Leishmania amazonensis mostrou que o
cultivo in vitro de promastigotas por 150 dias induziu alteragdes no conteddo protéico dos
parasitas, além da reducdo significativa de sua infectividade in vivo (MAGALHAES et al.,
2014). Algumas dessas moléculas diminuiram sua expressdo, enquanto outras apresentaram
um aumento, tornando possivel inferir sobre seu papel na infectividade in vivo e no
metabolismo in vitro dos parasitas, respectivamente.

No presente trabalho, uma avaliacdo computacional das proteinas que apresentaram
variacdo de seu conteudo protéico durante os estudos in vitro no trabalho de Magalhaes et al.
(2014) foi realizada, na tentativa de se identificar novos fatores de viruléncia que possam
apresentar aplicacdo biologica contra as leishmanioses. Para isso, a validacdo in vivo do
candidato selecionado foi realizada em modelo murino contra a infecgdo experimental com L.
infantum, uma vez que a proteina selecionada apresenta elevado grau de conservagao entre
diferentes espécies do parasito. A proteina selecionada foi também avaliada quanto a sua
imunogenicidade utilizando células mononucleares do sangue periférico coletados de
individuos saudaveis e de pacientes com LV, a fim de indicarmos a possibilidade de utilizar

tal alvo biol6gico em uma futura vacina contra a leishmaniose humana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epidemiologia das leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas infecto-parasitarias, endémicas em 98 paises
distribuidos em 3 territorios que apresentam regides tropicais e subtropicais do mundo. Cerca
de 90% dos casos de LV advém em seis paises: India, Bangladesh, Suddo, Suddo do Sul,
Etiopia e Brasil; enquanto cerca de 70 a 75% da incidéncia global de LT encontra-se
principalmente no Afeganistdo, Argélia, Colémbia, Brasil, Ira, Siria, Etiopia, Suddo do Norte,
Costa Rica e Peru (ALVAR et al., 2012).

A estimativa é que 380 milhGes de pessoas se encontram expostas aos riscos da
infeccdo pelo parasita e que ocorra uma incidéncia aproximada de 0,2 a 0,4 milhdes e de 0,7 a
1,2 milhdes de novos casos de LV e LT, respectivamente, por ano. No Continente Americano,
calcula-se que o Brasil seja responsavel por aproximadamente 95% dos casos de LV e 40%
dos casos de LT, tornando a doenca um importante problema de Saude Publica (ALVAR et
al., 2012).

Alguns fatores nas ultimas décadas tém ocasionado aumento na incidéncia de casos de
leishmaniose na Europa, Africa, América e Asia. Entre estes: a migracdo de individuos que
transportam seus cées infectados para regiGes onde ocorra a presencga do vetor, a extensao no
habitat dos flebotomineos em decorréncia do aquecimento global, o aumento do nimero de
cdes que viajam em companhia de seus donos, esses, residentes em areas que ndo ocorram a
doenca, mas que vdo cursar locais onde o parasito é encontrado; o aumento do
desflorestamento devido a urbanizacéo crescente, dentre outros (PALATINIK-DE-SOUSA,
2012). Além disso a infec¢do canina necessita ter uma atengdo especial, por proporcionar uma
maior soroprevaléncia quando comparada & doenga humana e pelo fato de que muitos animais
doentes, ainda que assintomaticos, podem transmitir o parasito a novos hospedeiros
mamiferos ndo infectados (MARZOCHI et al., 1985; ARIAS et al., 1996; OLIVEIRA et al.,
2001).

2.2 A etiologia e o ciclo biologico do parasito Leishmania spp.
As leishmanioses sdo doengas causadas por parasitos protozoarios pertencentes ao

género Leishmania, Sub-Reino Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Ordem Kinetoplastida e

Familia Trypanosomatidae. O vetor transmissor € um inseto da Ordem Diptera, Familia
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Psychodidae, Sub-Familia Phlebotominae, pertencente aos géneros Phlebotomus em paises do
Velho Mundo e Lutzomyia nas Américas, sendo que apenas as fémeas possuem habitos
hematofagos e, assim, sdo capazes de transmitir o parasito aos hospedeiros mamiferos
(GRIMALDI; TESH, 1993). O parasito Leishmania sp. apresenta duas formas morfologicas
principais: amastigota ou promastigota. As formas amastigotas sdo formas arredondadas, com
flagelo rudimentar, cinetoplasto em forma de bastdo e que se multiplicam nos vactolos
fagociticos no interior de células do sistema fagocitico-mononuclear dos hospedeiros
mamiferos. As formas promastigotas sdo formas alongadas, afiladas, com um unico flagelo
que lhes conferem motilidade, cinetoplasto localizado entre a por¢do anterior e o ndcleo,
sendo encontradas no vetor transmissor. (SACKS; SHER, 2002).

A transmissdo do parasito ocorre na ocasido em que fémea do vetor flebotominio
realiza o repasto sanguineo em um hospedeiro mamifero infectado, podendo ingerir, junto
com o percentual de sangue, fagdcitos infectados por formas amastigotas de Leishmania spp.
Ao alcangarem o intestino do vetor essas células, podem arrebentar e liberar os parasitos, se
modificando ligeiramente em formas promastigotas prociclicas que migram para o trato
digestorio médio e anterior. Os parasitos comecam um processo de multiplicacdo e assumem
a forma paramastigota, seguida por diferenciacdo em formas promastigotas metaciclicas e
migracédo para a parte anterior do aparelho bucal do inseto vetor. Ao ocorrer um novo repasto
sanguineo com o Vvetor infectado, formas promastigotas metaciclicas, que exibem alta
capacidade migratéria e motilidade, junto com a saliva, penetra na derme do hospedeiro
mamifero ndo infectado. Logo, células do sistema fagocitico-mononuclear do hospedeiro, em
destaque os macrofagos, podem englobar as formas promastigotas do parasito que, no interior
dos fagolisossomos formados, podem se diferenciar em formas amastigotas. Os parasitos no
interior dos macrdfagos se multiplicam até que aconteca a lise da célula, ocorrendo assim a
liberacdo das formas amastigotas no organismo do hospedeiro (Figura 1). Os parasitos
liberados podem ser fagocitados por novas células, dando continuidade a infeccdo no
hospedeiro mamifero, ou podem ser ingeridos por um novo inseto vetor, completando assim o
ciclo bioldgico do parasito (PESSOA; MARTINS, 1988).
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Figura 1 — Ciclo bioldgico do parasito Leishmania spp.
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Fagocitose dos parasitos por macrdfagos, onde ocorre a transformagdo em amastigotas e proliferacdo. 5. Lise da
célula hospedeira com liberagcdo das amastigotas. 6. Disseminacdo dos parasitos para 6rgdos e tecidos do
hospedeiro mamifero e possibilidade de um novo repasto sanguineo pelo inseto vetor.

Fonte: Adaptado de Nieto et al. (2011).

2.3 Manifestacdes clinicas das leishmanioses

A patogenia das leishmanioses pode ser determinada pelas interagdes entre as
caracteristicas genéticas e resposta imune do hospedeiro, pela viruléncia do parasito infectante
e por fatores relacionados ao inseto vetor, como 0s componentes salivares que portam 0s
parasitos quando da infeccdo no homem. O resultado desta interacdo pode levar desde a
resisténcia a infecgéo, passando pelo desenvolvimento da forma assintomatica da doenga, até
a ocorréncia da doenca cutanea ou visceral aguda (KANE; MOSSER, 2000).

A leishmaniose cutanea (LC) é a forma clinica mais deparada, advindo em cerca de
90% dos pacientes diagnosticados com a doenca tegumentar. Normalmente, a doenca se
manifesta em regides do corpo mais expostas, como face, bracos e pernas. Apresentando um
nodulo no local da picada que evolui formando uma Ulcera granulosa contornada por uma
elevada borda. Em grande parte dos casos, a lesdo € Unica, mas nodulos satélites podem

ocorrer nas proximidades da lesdo inicial. Cicatrizes permanentes sdo observadas nos locais
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em que as Ulceras sdo curadas, as quais podem levar a uma condi¢do de morbidade (STEBUT,
2014).

Casos de leishmaniose mucosa (LM) acontecem em varios paises no mundo e, em
geral, manifestam-se como lesGes de carater infiltrante podendo acarretar destruicdo parcial
ou total da mucosa da cavidade do nariz, boca, faringe, laringe e traquéia. Esta manifestacdo
da doenca pode suscitar uma elevada rejeicdo do paciente perante a sociedade, uma vez que
provoca uma grande deformidade fisica no local da lesdo (WHO, 2015).

A leishmaniose cutaneo-difusa (LCD) é uma forma da doenca na qual as lesdes
apresentam-se como nddulos, de forma anérgica e que raramente ulceram. As lesGes
espalham-se por todo o corpo e este quadro pode estar pertinente a ineficiéncia ou auséncia de
resposta celular por parte do sistema imune do hospedeiro (DESJEUX, 2004). A LCD,
embora rara, ndo apresenta cura espontanea. Devido as frequentes recidivas, tornou-se um
grave problema de Salde Publica, pois o0s pacientes exibem lesGes desfigurantes e
incapacitantes, excluindo-os do seu meio de vida social (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Na LV, a infeccdo parasitaria acomete principalmente 6rgdos como baco, figado,
orgdos linféides e medula dssea. Apds um periodo de incubacgdo, que geralmente varia entre
dois a seis meses, individuos sintomaticos apresentam sinais de uma infeccdo sistémica e
persistente, incluindo febre, fadiga, fraqueza, perda de peso, evidéncias sugestivas da
presenca dos parasitos, como hepatoesplenomegalia e inchaco dos ganglios linfaticos
(CHAPPUIS et al., 2007). A veeméncia das manifestacdes clinicas é variavel e individuos
podem permanecer assintomaticos por longos periodos, o que dificulta seu diagndstico
clinico, aproximadamente 20% dos pacientes infectados desenvolvem a forma aguda da
doencga. Os sintomas séo progressivos e as complicacdes decorrentes da evolucdo da infecgédo
sdo responsaveis pelos 6bitos (GAMA et al., 2004).

Na LVC, diferentes manifestacGes clinicas podem ser observadas no céo infectado,
sendo as mais comuns e principais as alteracbes dermatoldgicas, linfadenopatia,
hepatoesplenomegalia, emagrecimento acentuado, uveite, onicogrifose, alopécia e
ceratoconjutivite (ETTINGER; FELDMAN, 2004). O periodo de incubacdo da doenca pode
variar de alguns meses a varios anos, todavia, cdes infectados podem permanecer
assintomaticos por longos periodos, ainda que permanecam infectivos (LANOTTE et al.,
1979). A susceptibilidade e/ou a resisténcia a doenca é dependente da resposta imune celular
do animal infectado. Pardmetros como a carga parasitaria, a expressao de citocinas como IL-
10 e TGF-B, a imunomodulacio de células especificas a Leishmania spp. (como LT CD4" e

LT CD8") ou a presenca de titulos elevados de anticorpos especificos ao parasito,
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normalmente, sdo condi¢bes adjuntas com a progressao clinica da doenga. Em contrapartida,
pardmetros relacionados ao aumento e proliferacdo de células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs) ap6s o estimulo com antigenos de Leishmania spp., a expressdo de IFN-y
e TNF-a e a proliferagio de LT CD4" e LT CD8", encontram-se relacionados com a
resisténcia contra a infeccédo visceral no céo (REIS et al, 2010).

Em geral, cdes assintomaticos apresentam uma resposta imune celular predominante,
com a presenca de elevados niveis de IL-2 e TNF-a ¢ uma resposta mista Th1/Th2, com
prevaléncia da resposta Thl, mediada principalmente pelas citocinas IL-12, 1L-18 e IFN-y.
Entretanto, animais sintométicos apresentam uma fraca resposta celular, com baixos niveis de
IFN-y e uma resposta humoral elevada frente aos antigenos do parasito (PALATINIK-DE-
SOUSA, 2012).

2.4 Medidas de prevencéo e controle das leishmanioses

A transmissdo das leishmanioses é mantida devido a um complexo sistema bioldgico e
social que envolve o hospedeiro mamifero e o inseto vetor. Normalmente, o controle da
disseminacdo da doenca nao é eficaz apenas com simples intervencdes, fazendo-se necessaria
uma combinacdo de gestdo estratégica integrada ao controle do vetor e do animal reservatério,
de acordo com cada contexto (WHO, 2010).

As medidas de prevencdo e controle para as leishmanioses podem objetivar a
interrupcdo do ciclo biolégico do parasito, entretanto, o nimero elevado de espécies de
Leishmania spp., o carater zoonotico da doenca e a manutencdo do seu ciclo silvestre
dificultam a adocdo de medidas eficazes de controle (TESH, 1995). Para a leishmaniose
humana, a estratégia de controle utilizada se apoia na deteccdo dos casos, no diagndstico
correto e no tratamento efetivo dos pacientes, acompanhada de medidas de prevencdo a
reinfeccdo, como o uso de repelentes individuais e telas de prote¢do nas casas. Tais medidas
podem reduzir a transmissdo da doenca, mas ndo geram um impacto significativo
(GRIMALDI; TESH, 1993; WHO, 2010).

No que se refere a LVC, o cdo, como um importante reservatorio doméstico dos
parasitos, representa uma importante fonte de infec¢éo para o vetor transmissor, agindo como
um elo na manutencdo da transmissdo entre o vetor e o0 homem. Para o controle dos cées,
Orgdos de Saude Publica devem realizar a triagem dos animais através da deteccdo de sinais
clinicos e de testes soroldgicos, sendo que tanto os animais sintomaticos, quanto 0s

assintomaticos, devam ser eutanasiados com a finalidade de se tentar reduzir a disseminacéao
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do parasito. Esta medida de controle tem apresentado falhas devido a determinados donos
recusarem a realizacdo do teste em seus animais de estimagdo, ou ainda, devido a nédo
autorizacdo do processo de eutanasia em animais doentes. Junto a estas falhas, ha o problema
de rapida reposicdo de animais em areas endémicas ou a escolha de se tratar os animais, o
que, na maioria dos casos, mostra-se ineficiente para a reducdo do nimero de casos naquele
ambiente (GONTIJO; MELO, 2004). A utilizacdo de inseticidas topicos ou impregnados em
coleiras e a vacinacdo poderiam ser estratégias preventivas com algum impacto no controle da
LVC. Em relacdo aos hospedeiros selvagens, a eliminacdo ndo é uma medida executavel ou
ecologicamente correta. Além disso, existe a possibilidade de adaptacdo do parasito a outros
reservatorios existentes em ambientes rurais (GRAMICCIA; GRADONI, 2005).

O controle do inseto vetor tem por objetivo interromper a transmissdo da doenca e
pode ser feito através da administracdo de inseticidas em ambientes domeésticos, entretanto, a
eficacia depende da classe de inseticida utilizada, da susceptibilidade do inseto vetor, do tipo
de superficie ao qual o mesmo € aplicado e da dosagem e método de aplicacdo. Para que esta
medida de controle seja eficiente, € necessario que se tenha procedimentos operacionais
padrdo, gerenciamento, logistica, supervisdo, monitoramento e avaliacdo da eficicia em
determinados periodos. Algumas classes de inseticidas utilizadas sdo os organoclorados,
organofosfatados, carbamatos e piretroides, e estes devem ser trocados em determinados
periodos para que se evite o aparecimento de insetos vetores resistentes (WHO, 2010). No
Brasil, os produtos mais utilizados sdo as cipermetrinas e deltametrinas, pertencentes a classe
dos piretrdides, os quais apresentam eficacia durante trés meses apds sua aplicacdo (BRASIL,
2006).

De acordo com o Ministério da Salde do Brasil, além de medidas preventivas
relacionadas diretamente ao controle do vetor e do hospedeiro reservatorio, investimentos em
programas de saneamento, educagdo social e conscientizagdo ambiental também sdo de
extrema importancia em auxiliar o controle das leishmanioses. Devido as dificuldades
encontradas na execugdo dos metodos profilaticos, a problemas de sensibilidade e
especificidade dos testes diagndsticos e aos relacionados aos tratamentos, o desenvolvimento
de novas medidas profilaticas, tais como a busca por vacinas, torna-se uma alternativa atrativa
e vem sendo muito pesquisada por diferentes grupos; entretanto, essa é uma tarefa complexa,
embora seja considerada uma solucdo real e com melhor custo-beneficio para o controle
efetivo e prevencdo da doenga (GONZALO et al., 2002; SUKUMARAN et al., 2003;
RAMIRO et al., 2003; PALATINIK-DE-SOUSA, et al., 2012).
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2.5 Resposta imune na leishmaniose murina

Dentre os varios modelos experimentais em animais, o0 modelo murino utilizando
camundongos sdo 0s mais estudados para a investigacao da eficacia de antigenos vacinais e de
novos medicamentos contra as leishmanioses. A espécie de camundongo a ser utilizada pode
variar de acordo com a espécie de Leishmania sp. e o tipo de infeccdo a ser avaliada.
Camundongos C57BL/6 ou C3H normalmente sdo utilizados para avaliar um perfil de
resisténcia a infeccdo com L. major, entretanto, quando infectados com L. amazonensis
podem desenvolver lesdes cronicas. Por outro lado, camundongos BALB/c sdo altamente
susceptiveis a infeccdo por L. major, L. amazonensis ou L. infantum, entretanto, desenvolvem
lesGes limitadas quando infectados por L. brasiliensis (DE LUCA; MACEDO, 2016).

A resisténcia ou a susceptibilidade dos camundongos a infeccdo deve-se
principalmente a fatores genéticos dos animais. Camundongos geneticamente resistentes a
LV, como os CBA, apresentam o gene Slcl 1al funcional, o qual confere imunidade inata
contra o parasito e possibilita o controle da infeccdo. Camundongos susceptiveis a LV, como
0 BALB/c, apresentam uma mutacdo neste gene, o que permite a replicacdo de parasitos no
figado durante as primeiras semanas de infeccdo (DAS; ALI, 2012; KUMAR; NYLEN,
2012).

O controle da infecgdo por hospedeiros mamiferos é mediado via imunidade inata
(macrofagos, células dendriticas e neutréfilos) e adaptativa (células T), sendo que as citocinas
sdo as principais moléculas relacionadas a uma rede de intera¢cdes que induz e controla a
resposta imune. As células T CD4" sdo consideradas essenciais na resposta as leishmanioses e
quando diferenciadas em células Th1l produzem citocinas pré-inflamatorias que possuem um
papel importante na resposta protetora durante a infeccdo (KEDZIERSKI; EVANS, 2014). As
células T CD8" também sio responsaveis por um importante papel na resposta protetora,
contribuindo principalmente na geracdo de uma resposta imune de memoria (STAGER et al.,
2000).

Estudos cientificos utilizando camundongos como modelos experimentais para
leishmaniose deram origem ao paradigma Th1/Th2 de resisténcia e susceptibilidade associado
a infeccdo celular. Este perfil dicotdmico da resposta imune encontra-se mais relacionado a
LT, causada pelo parasito L. major, entretanto, ndo é bem definido para LV (Kedzierski &
Evans, 2014). A resposta protetora na LV murina depende, principalmente, da producdo de
IL-12, a qual induz uma resposta do tipo Thl, mediada pela producdo de IL-2 e IFN-y. A

ativagdo da enzima iNOS por meio da acdo do IFN-y leva a producdo de NO pelos
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macrofagos do baco e figado, o que permite o controle da multiplicacdo dos parasitos nestes
6rgdos (GREEN et al., 1990; BLACKWELL, 1996). Citocinas como a IL-17 e IL-22
complementam o papel de protecdo na LV, porém, os mecanismos de atuacdo que lhes sdo
inerentes permanecem ainda desconhecidos (FALEIRO et al., 2014).

Elevadas concentracbes de citocinas TGF-f, IL-4, IL-10 e IL-13, normalmente,
encontram-se relacionadas a supressdo da resposta imune Thl, direcionando para o
desenvolvimento de uma resposta Th2 e a susceptibilidade do hospedeiro a infeccao
(WILSON et al., 2005). Entretanto, baixas concentracGes de IL-4 melhoram a protecédo
induzida por uma vacina, aumentando indiretamente a producdo de IFN-y por LT CD8" e
impedindo uma exacerbacao da infeccdo por L. donovani (STAGER et al., 2003).

De acordo com Oliveira e colaboradores (2012), o perfil da resposta imune em
camundongos BALB/c infectados experimentalmente pode variar de acordo com o inéculo de
parasitos, a via e 0 tempo de infeccfo. Animais infectados por via subcutanea com 10° ou 10’
parasitos apresentam producdo elevada de IL-4 e IL-10, 60 dias apds a infeccdo. A baixa
producdo de IFN-y e a inativacdo de macrofagos foram também responsaveis pela
incapacidade de controle da doenca por estes animais e pelo aumento da carga parasitaria nos
6rgaos analisados. Ao contrario, animais inoculados com 10° parasitos, pela mesma via,
apresentaram uma reducgéo na producdo de IL-4 e IL-10 e um ligeiro aumento na producdo de
IFN-y, o que gerou uma reducdo na carga parasitaria entre 45 e 60 dias apds a infecgdo
(OLIVEIRA et al., 2012).

Em camundongos, a depuracdo de carga parasitaria hepatica ocorre cerca de duas
semanas apos a infecgdo, devido a formacdo de granulomas resultantes da interacdo de células
T com células dendriticas e macrdfagos parasitados por Leishmania spp. A eficacia de uma
vacina ou a progressao da doenca pode ser predita, baseando-se no grau de maturacdo dos
granulomas hepaticos juntamente com a imunidade mediada por células nos animais
desafiados (CARRION et al., 2006). Em contraste com a resposta ocorrida no figado, o bago e
a medula d6ssea agem como locais de persisténcia dos parasitos, resultando em infecgédo
cronica. A auséncia de reagdo granulomatosa no baco e a producéo reduzida de IL-12 pelos
macrofagos locais direcionam para um aumento da carga parasitaria neste 6rgao (NIETO et
al., 2011).

Apesar de modelos murinos para estudos vacinais na LV ndo se assemelharem
clinicamente com a LV humana, a utilizagdo de in6culos contendo um elevado nimero de
parasitos pode gerar alteracfes patoldgicas que aumentam a semelhanca da doenca entre os

dois mamiferos (CARRION et al., 2006). Estudos demonstraram que camundongos BALB/c
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inoculados com uma cepa de L. donovani apresentaram manifestacBes clinicas como
hepatoesplenomegalia, observada até seis meses apos a infeccdo (MAZUMDER et al., 2004;
BHOWMICK et al., 2009). A progressdo da doenca neste modelo encontra-se associada a
uma supressdo da resposta Thl devido a producdo reduzida de IFN-y e IL-12 pelos
esplendcitos dos animais, sendo também observado um aumento na produgdo de 1L-4 e IL-10
por tais células. Camundongos infectados apresentaram niveis elevados de TGF-B ¢ niveis
reduzidos de TNF-a, quatro meses apos a infecgdo, apresentando também uma reducédo na
producdo de NO mediado por macréfagos, o que resultou na progressao da doenca (DAS;
ALL, 2012).

No que se referem a resposta humoral, alguns autores consideram que 0s anticorpos
ndo desempenham papel de protecdo contra a infeccdo por Leishmania spp., podendo
inclusive contribuir para progressdo da doenca (COELHO et al.,, 2003; KEDZIERSKI;
EVANS, 2014). Todavia, verifica-se uma tendéncia para o perfil de resisténcia quando ha
uma elevacdo na producdo de anticorpos do isotipo 1gG2a; enquanto que a progressao da
doenca se relaciona com o predominio de anticorpos do isotipo IgG1l especificos aos
antigenos dos parasitos (MARTINS et al., 2013; COSTA et al., 2014).

2.6 Resposta imune da leishmaniose em humanos

Nos humanos, a severidade da LV esta relacionada com o aumento nos niveis de IL-10
tanto no soro como também em leses teciduais (GHALIB et al., 1993). A resposta imune nos
seres humanos envolve citocinas, moléculas co-estimuladoras e ativacdo de linfocitos T
auxiliares. Sendo aceito que a diferenca entre resisténcia e susceptibilidade a infeccdo esta
relacionada com a expansdo de células T auxiliares Thl e Th2 (REIS et al., 2006).

Estudos realizados in vivo aos quais foram utilizados como modelos experimentais
humanos e camundongos sugeriram que a expressao de iINOS pelos macrofagos ativados era o
principal mecanismo efetor de controle das leishmanioses (SERARSLAN; ATIK, 2005). A
sintese de NO pelos macrofagos ativados é mediada pelas citocinas derivadas pelas células
Th1l, entre elas estd principalmente o INF-y (BOGDAN et al., 2000). A participacdo das
células Treg no controle da infeccdo por L. infantum ja foi descrita em humanos e
camundongos (GANTT et al., 2003; CAMPANELLI et al., 2006).

Em humanos, a resposta imune a infecgdo por Leishmania ndo é tdo bem caracterizada
como a resposta em camundongos, em virtude de sua complexidade. Esta resposta envolve o

papel e citocinas, moléculas co-estimuladoras e da saliva do flebétomo (ROGERS et al.,
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2002). O estudo de Laufs e colaboradores (2002) demonstra que a incubacéo in vitro de PMN
humano em presenca de L. major resultou, também em secrecdo elevada de IL-8. Estes dados
sugerem que o recrutamento de PMN pode ser importante para o parasita durante a infeccao
in vivo.

Van Zandbergen e colaboradores (2002) demonstraram que promastigotas de
Leishmania sdo capazes de induzir e recrutar ativamente a migracdo de PMN humanos por
meio da liberacdo de um fator quimiotatico (LCF). O LCF possui atividade no recrutamento
de neutrofilos sem agir nos leucdécitos e células NK. Foi sugerido que o recrutamento de
neutréfilos ocorra por meio do LCF, e que a IL-8 induzida pelo parasita funcione como uma
alca de amplificacdo do recrutamento dos PMN para o sitio inflamatério. Além disso,
demnstraram que ocorre uma diminui¢cdo nos niveis de IP-10 nos PMN incubados com
promastigotas de Leishmania. A IP-10 é uma quimiocina da classe CXC produzida por PMN,
com atividade de recrutar e ativar células NK e linfocitos TH1 para o local da reacéo
inflamatoria. Auxiliando assim o estabelecimento de uma resposta imune eficiente contra
patdgenos intracelulares. Ao diminuir a producao desta quimiocina acredita-se que o parasita
evite a formacdo de uma resposta imune eficiente, facilitando o estabelecimento da infeccéo.

No entanto, a resisténcia ou susceptibilidade a doenca em humanos nao é explicada
exclusivamente pelo padrdo de resposta Thl ou Th2, e a resposta imune pode ser fortemente
influenciada por fatores como desnutri¢do, supressdo imunoldgica (HIV) e, inevitavelmente,
0s componentes genéticos do hospedeiro (HANDMAN et al., 2005).

Nascimento e colaboradores (2016) mostraram que a via NOD2-RIP2 é ativada na
leishmaniose visceral murina e humana, e desempenha um papel na modelagem da imunidade
adaptativa em relacdo ao perfil Thl. Com relacdo ao DLA-DRB1, Fakiola e colaboradores
(2011) estabeleceram que polimorfismos comuns no segmento de antigenos leucocitarios
humanos (HLA) DRB1-HLA-DQA1 da regido do MHC sdo fatores de risco genéticos para a
leishmaniose visceral. Seus efeitos parecem cruzar as divisdes epidemioldgicas da geografia e
espécies parasitas, com analises conduzidas em duas populacées humanas diferentes na india
e no Brasil. De fato, essas regides génicas estdo relacionadas ao MHC Il estar envolvido na
eliminago total do parasito (CECILIO et al., 2014), sendo um bom alvo para estudos de
polimorfismos para avaliar a suscetibilidade da leishmaniose visceral em pesquisas com cées

e seres humanos.
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2.7 Desenvolvimento de vacinas contra as leishmanioses

A pesquisa por vacinas contra as leishmanioses decorre do fato de que muitos
individuos curados de lesGes cutaneas desenvolvem uma resposta imune frente ao parasito e
tornam-se protegidos contra a reinfec¢cdo pela espécie infectante (HANDMAN, 2001). Com o
passar do tempo, diferentes preparagfes foram sugeridas e muitos estudos tém sido
administrados com o designio de alcancar uma vacina que demonstre resultados aceitaveis na
protecao contra a infeccdo por Leishmania spp.

A leishmanizacdo foi pioneira em estratégias vacinais empregadas a partir de 1908 em
combate as leishmanioses no Oriente Médio, Unido Soviética e Israel. Esta técnica consiste na
inoculacdo de uma pequena quantidade de parasitos vivos em uma regido nao exposta do
corpo, com a finalidade de que uma lesdo local cutanea se desenvolva e cure
espontaneamente, proporcionando ao individuo uma imunidade protetora contra a reinfeccéo.
Apesar disso, esta técnica foi abandonada por varios paises devido ao risco de ocasionar uma
infeccdo croénica, levando o individuo a carecer de tratamento; tendo dado lugar a utilizacdo
de parasitos mortos como estratégia vacinal (KUMAR; ENGWERDA, 2014).

A utilizagdo de parasitos irradiados ou autoclavados para endireitar uma vacina foi
descontinuada frente aos resultados colidentes de efetividade obtidos na decada de 1940
(HANDMAN, 2001). Embora a vacinagdo no Oriente Médio com organismos mortos
fracassou em imunizar os individuos, no Brasil, 0s experimentos clinicos alcancaram uma
excelente protecdo. Esta inconstancia na eficacia em vacinas utilizando parasitos mortos
também foi abrangida em estudos realizados com camundongos na década de 1980. Os
ensaios clinicos corroboraram que existia diferenga na eficacia vacinal condicionada a via de
administracdo empregada. Animais inoculados por via intravenosa ou intraperitoneal exibiram
uma excelente protecdo contra a doenga, por outro lado, esta protecdo ndo foi notada quando a
via subcutanea foi utilizada (HANDMAN, 2001).

Em decorrencia aos resultados alcan¢ados em varios experimentos utilizando parasitos
mortos, foi observado que a persisténcia do patdgeno no organismo do individuo apresentasse
certa importancia para se alcangcar uma resposta imune protetora e assim, foi sugerido que
mais doses vacinais de parasitos vivos atenuados contornassem uma nova alternativa
(SELVAPANDIYAN et al., 2014).

Vacinas utilizando parasitos vivos atenuados podem ser obtidas através de culturas in
vitro com meios modificados, alteragdes de temperatura, irradiagdo gama ou mutacoes
genéticas (FOROUGHI-PARVAR; HATAM, 2014). Este tipo de vacina vem sendo testada
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em alguns modelos animais, demonstrando que os parasitos modificados sdo reconhecidos
pelas células do hospedeiro da mesma forma que os parasitos virulentos e que conseguem
permanecer no organismo por algum tempo, sem se replicarem. A presenca deste parasito
permite que o sistema imune do hospedeiro monte uma resposta especifica contra 0s
antigenos e que células efetoras e de memoria geradas venham conferir protecdo. Uma das
preocupacdes com a utilizagdo desta vacina é a possivel reversdo da viruléncia dos parasitos,
entretanto, uma alternativa para a resolucéo deste problema seria a eliminacéo destes genes de
viruléncia, permitindo que tais candidatos vacinais ainda sejam estudados. A utilizacdo de
parasitos mutantes sensiveis a determinadas drogas, bem como a utilizacdo de espécies ndo
patogénicas, como L. tarentolae, seriam também possiveis alternativas, porém, ainda deve-se
priorizar a seguranca da vacina e atentar para a possibilidade de que parasitos vivos estdo
susceptiveis a mutacGes espontaneas, além de se considerar a dificuldade de producdo e
analise de qualidade em larga escala (KUMAR; ENGWERDA, 2014).

Como alternativa vacinal mais segura, fracGes proteicas de Leishmania spp. tém
demonstrado excelentes propriedades imunoprotetoras em modelos experimentais (DAS; ALL,
2012). Vacinas utilizando extratos brutos dos parasitos, proteinas recombinantes purificadas,
peptideos sintéticos e fracbes de DNA inseridos em plasmideos, vém sendo testadas com
diferentes sistemas de entrega.

Uma formulagdo vacinal baseada em extrato bruto de L. brasiliensis adicionada de
saponina, denominada de LBSap, foi administrada em cées e demonstrou ser capaz de induzir
uma resposta humoral com anticorpos especificos anti-Leishmania, além de induzir um perfil
celular baseado em LT CD4" e LT CD8". Uma elevada producdo de IFN-y e IL-12 e a
reducdo na carga parasitaria do baco demonstraram a imunogenicidade e protecdo contra a
infeccdo experimental por L. infantum (ROATT et al., 2012; RESENDE et al., 2013). Uma
vacina muito parecida foi também testada com extrato bruto de L. amazonensis e BCG,
nomeada de Leishvaccine®. Esta formulacéo foi capaz de estimular uma ativacio inicial de
LT CD4" e uma ativagdo tardia de LT CD8" e LB, demonstrando um elevado potencial
imunogénico contra as leishmanioses (ARAUJO et al., 2008).

Na Franga, a utilizacdo de proteinas secretadas de L. infantum e purificadas do
sobrenadante da cultura também estdo sendo aplicadas no desenvolvimento de vacinas. A
formulacdo denominada LiESAP-MDP recebeu o nome comercial de Canileish® e
apresentou eficicia de 92% nos animais vacinados (LEMESRE et al., 2007). Experimentos
utilizando o composto ligante fucose-manose (FML) de formas promastigotas de L. donovani

e adjuvante indutor de resposta Thl apresentou resultados de imunogenicidade,
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imunoprofilaxia e imunoterapéutica em camundongos, hamsters e cdes (SANTOS et al.,
2007; BORJA-CABRERA et al., 2010), além de dar origem a uma vacina denominada
Leishmune®, composta por FML-saponina, que foi capaz de induzir protecdo na maioria dos
animais vacinados (PALATNIK-DE-SOUSA, 2012).

Vacinas com antigenos recombinantes podem ser consideradas em relacdo a eficiéncia,
seguranca e custo (FOROUGHI-PARVAR; HATAM, 2014). Com o avan¢o na tecnologia do
DNA recombinante, moléculas especificas de determinada espécie ou fase de vida do parasito
estdo sendo extensivamente estudadas, originando varios candidatos a vacina (JOSHI et al.,
2014). O primeiro antigeno recombinante utilizado para imunizacéo contra as leishmanioses
foi a glicoproteina gp63, considerada uma proteina de viruléncia dos parasitos e encontrada
conservada em todas as espécies de Leishmania spp. Tanto a proteina nativa quanto a
recombinante foram capazes de estimular uma resposta protetora em camundongos,
demonstrando que esta imunogenicidade esta relacionada ao processamento e apresentacao de
peptideos e ndo apenas da estrutura conformacional nativa (DAS; ALI, 2012).

Proteinas de Leishmania spp. como LCR1, A2, HASPB1 foram expressas em sua
forma recombinante e testadas contra LV. A LCR1 é uma proteina especifica da forma
amastigota de L. infantum capaz de estimular a produgéo de IFN-y e de proteger parcialmente
camundongos BALB/c contra a infeccdo por esta espécie (WILSON et al., 1995). Stager e
colaboradores (2000) confirmaram que a proteina rHASPB1 é altamente imunogénica e que
gerou protecdo significativa em camundongos desafiados com L. donovani. Fernandes e
colaboradores (2008) investigaram a imunidade protetora da proteina recombinante A2 em
associacdo com a saponina contra a LVC. Esta formulagdo tornou-se uma vacina comercial
denominada Leish-Tec® e provou induzir um aumento significativo de IFN-y nos cies
vacinados, além de reduzida produgéo de IL-10.

Proteinas especificas da forma promastigota dos parasitos tém demonstrado ser
potentes estimuladoras de uma resposta imune do tipo Thl, como foi visto com a PDI, TPI,
elF-2, aldolase, enolase, P45 e TPR, as quais levaram a protecdo variada de 60 a 90% em
hamsters dourados (JOSHI et al., 2014). Outras proteinas recombinantes ainda foram testadas
e demonstraram ser boas candidatas a vacina, como a F14 e as proteinas ribossomais de
Leishmania spp., uma vez que ambas forneceram protecdo parcial em hamsters e
camundongos BALB/c, respectivamente (BHARDWAJ et al., 2009; CHAVEZ-
FUMAGALLI et al., 2010).

Antigenos expressos nas formas amastigotas dos parasitos tém sido menos explorados

como candidatos a vacina contra as leishmanioses, haja vista a dificuldade de cultivo destas
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formas. Assim, a maioria dos estudos em relacdo as vacinas tém-se centrado em antigenos
expressos nas formas promastigotas de Leishmania spp. No entanto, as formas amastigotas
parecem ser um alvo apropriado para o sistema imune dos hospedeiros, uma vez que poucas
horas ap0s a infeccédo inicial e durante a doenca ativa, esta fase do parasito encontra-se em
contato com as células do sistema imune dos hospedeiros. Além disso, as formas amastigotas
residem no interior das células fagociticas e sdo alvos para LT CD4" e LT CD8", elementos
envolvidos na imunidade protetora contra Leishmania spp (FERNANDES et al., 2012).

O desenvolvimento de vacinas recombinantes ou mesmo de peptideos sintéticos
apresentam a vantagem de permitir a utilizacdo de epitopos determinados e ja caracterizados,
uma vez que é possivel modificar tais moléculas e evitar os inconvenientes de epitopos
desnecessarios para o desenvolvimento de uma imunidade protetora (SKEIKY et al., 2002).
Para o desenvolvimento de uma vacina peptidica, o estudo dos epitopos através de
ferramentas de bioinformatica e o conhecimento em relacdo a ativacdo de LT e LB sdo de
grande importancia. As vacinas com peptideos sintéticos podem apresentar algumas
vantagens em relacdo aos outros compostos vacinais como, por exemplo, a auséncia de
qualquer material potencialmente infeccioso, possibilidade de inclusdo de diversos e
determinados epitopos, diminuicdo na quantidade de antigenos utilizados, dentre outras
(JOSHI et al., 2014).

Entretanto, os peptideos também apresentam desvantagens, como a incapacidade de
determinados individuos a responderem ao estimulo ofertado. Vacinas com peptideos isolados
normalmente sdo incapazes de induzir uma resposta protetora, sendo necessaria uma mistura a
outros antigenos para que possam estimular esta resposta e/ou o uso de adjuvantes e diferentes
sistemas de entrega (HANDMAN, 2001). Peptideos extraidos de proteinas muito estudadas,
como a gp63, KMP-11, A2, LPG, cisteino-proteinases, dentre outras, vém sendo utilizados
para compor vacinas, uma vez que tém apresentado resultados satisfatérios em camundongos
(JOSHI et al., 2014). Mais recentemente, a utilizacdo da técnica de phage diplay selecionou
mimotopos de Leishmania spp. em clones de bacteriofagos, os quais foram capazes de induzir
uma resposta imunogénica com elevada concentragdo de IFN-y, produzido principalmente por
LT CDS8" e pela reduzida producdo de IL-4, tendo sido capaz de proteger camundongos
BALB/c contra a infecgdo experimental por L. infantum (COSTA et al., 2014).

Vacinas de DNA também sdo atrativas em compor uma estratégia profilatica contra as
leishmanioses. Este método pode apresentar vantagens, como o custo reduzido, facilidade na
producdo e armazenamento, estabilidade do material, expressdo de antigenos relevantes e

eficiente inducdo de uma resposta imune efetora e de memoria (KUMAR; ENGWERDA,
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2014). Questdes relacionadas a seguranca das vacinas de DNA sdo discutidas, como a
possibilidade da integracgdo do DNA ao genoma de mamiferos e a inducdo ao
desenvolvimento de doencas autoimune, entretanto, nada foi comprovado até o momento.
Vacinas de DNA contendo genes que expressam a proteina A2 (ZANIN et al., 2007), PPG
(SAMANT et al., 2009) ou HbR (GUHA et al., 2013) provaram estimular uma resposta do
tipo Th1, com niveis elevados de IFN-y e reduzida produgdo de IL-4; resultando na protecéo
de camundongos e hamsters imunizados contra infeccdes experimentais com diferentes

espécies de Leishmania spp.

2.8 Saponina como adjuvante de resposta imune

Adjuvantes sdo substancias capazes de iniciar uma resposta imune em relacdo a um
dado antigeno ou auxiliar no desenvolvimento de uma resposta ja existente (CLAASSEN,;
BOERSMA, 1992). Vacinas de subunidades, muitas vezes, necessitam de auxilio para
ativarem eficientemente o sistema imune inato e adaptativo; desta forma, a associacdo de
adjuvantes de resposta imune se faz necessaria (RUECKERT; GUZMAN, 2012). Estas
substancias apresentam a capacidade de aumentar a imunogenicidade de antigenos fracos,
reduzir a quantidade de antigenos necessaria nos protocolos de imunizagdo e o nimero de
doses administradas, induzir a um fenétipo de citocinas favoravel para uma resposta imune
benéfica ao hospedeiro, além de induzir um prolongamento da resposta imune gerada
(VITORIANO-SOUZA et al., 2012).

Saponinas sdo glicosideos tensoativos que contém um nucleo hidrofébico de estrutura
triterpendide, com cadeias de carboidratos ligadas a ele (RAJPUT et al., 2007). Séo obtidas da
casca da arvore Quillaja saponéria e apresentam-se ideais na utilizacdo para experimentos
vacinais, como adjuvantes de resposta imune (LIU et al., 2002; RAVINDRAN; ALI, 2004). A
saponina apresenta uma formulagdo simples, custo reduzido e € considerada segura para uso
veterinario (VITORIANO-SOUZA et al., 2012), entretanto, seu uso nao & permitido em
humanos por possuir efeitos citotdxicos, principalmente hemoliticos, que podem ser reduzidos
através de remocdo quimica de porcdes glicidicas da molécula (PALATNIK-DE-SOUSA et
al., 2004).

Da mesma forma que outros adjuvantes, a saponina induz a um rapido recrutamento de
células inflamatdrias em seu local de administracdo e esta resposta pode ser mantida por dias
apo6s o estimulo (TAYLOR, 1995). Apds administrada, a saponina induz uma migracao
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diferencial de neutréfilos, mondcitos e linfdcitos para o sitio de aplicacdo, além de induzir a
producdo das citocinas IL-2, IFN-y ¢ IL-6 (VITORIANO-SOUZA et al., 2012).

Além dos estudos em modelos murinos (PALATINIK-DE-SOUSA, et al., 2004;
AGUILAR-BE et al., 2005; SOUZA et al., 2001), a utilizacdo da saponina na protecdo contra
a LVC foi também avaliada. Quando a proteina recombinante A2 foi administrada em cées
juntamente com a saponina, p6de-se observar uma elevagdo nos niveis de IFN-y nos animais
imunizados, que se apresentaram protegidos contra a infeccdo experimental por L. infantum
(FERNANDES et al., 2008).

2.9 Identificacéo de fatores de viruléncia em Leishmania por protedmica

Em 1993, Grimaldi e Tesh relataram que a diminuicdo da capacidade infectiva da
Leishmania poderia estar associada com a manutencdo dos parasitas em culturas in vitro por
longos periodos. E sabido que os parasitas regulam sua expressdo génica, principalmente, ao
nivel pos-traducional e, por esse fato, a protebmica pode ser relevante na identificacdo de
proteinas relacionadas as distintas etapas de diferenciacdo dos parasitas em cultura, para
andlise de sua viruléncia e avaliacdo do aumento da resisténcia dos parasitas aos farmacos
utilizados (PAAPE et al., 2010).

A definigdo de proteoma foi proposta por Mark Wilkins e Keith Williams, em 1993,
para referir-se a identificacdo sistematica do complemento protéico total ao genoma
(BLACKSTOCK; WEIR, 1999). Protedmica se refere a analise do conjunto de proteinas
(proteoma) que sdo expressas a partir do genoma de um dado organismo, tecido ou tipo
celular em determinada situagdo ou momento (HAYNES; YATES, 2000). Contrariamente ao
genoma, que funciona como repositério estatico da informacéo genética e cujo conteldo ndo
muda com o tempo, o proteoma é altamente dinamico. Atualmente, é conhecido que o produto
génico pode ser sintetizado em células eucaridticas e procarioticas, como resultado de
“splicing” alternativo, também apresentando modificagdes co- € pOés-traducionais
(fosforilacdo, nitrosilagéo, glicosilacdo, entre outras) (JENSEN, 2004).

Além disso, muitas vezes os niveis de RNA mensageiro (mMRNA) transcritos nédo
apresentam uma correlacdo direta com a expressao de proteinas (MCNICOLL et al., 2006;
GYGI et al., 1999; ANDERSON; SEILHAMER, 1997). As espécies pertencentes a ordem
Kinetoplastida ndo contém em seu genoma interrupcbes (introns) entre as regides
codificantes, exceto para o gene que codifica a polimerase poli-A (MAIR et al., 2000). Dessa

forma, o evento de “splicing” alternativo ndo ocorre para formag¢do do mRNA em Leishmania
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spp.. ModificacBes pds-traducionais e alguns tipos de modificacBes pds-transcricionais sdo
responsaveis pela variedade de produtos génicos observados nesses organismos. Assim,
técnicas protedbmicas correspondem a ferramentas fundamentais para o estudo da expressédo de
proteinas que desempenhem um papel direto na bioquimica e no funcionamento celular.

A anélise protedbmica classica fornece métodos que permitem determinar a identidade
e a abundancia de proteinas constituintes do proteoma, sendo que o conhecimento da funcéo
protéica pode ser inferido pela variacdo de sua expressdo. Os primeiros mapas protedmicos
em Leishmania foram realizados no inicio da década de 80 (HANDMAN et al., 1983). No
entanto, a auséncia de tecnologias disponiveis a época, como a espectrometria de massa, que
pudessem ser aplicadas na identificacdo de grandes moléculas, impossibilitou a identificacdo
das proteinas de interesse. Pesquisas protedmicas baseadas na avaliacdo de modelos de
expressao de proteinas em Leishmania oferecem a possibilidade de analisar funcGes de
diversas proteinas, incluindo aquelas anteriormente identificadas apenas por dados
gendmicos, sendo consideradas como hipotéticas; bem como novos alvos terapéuticos,
candidatos vacinais e/ou marcadores para diagnosticos (DRUMMELSMITH et al., 2003). Em
paralelo, estudos foram e vém sendo realizados para analisar a expresséo e diferenciacdo de
proteinas estagio-especificas em Leishmania (BROTHERTON et al., 2010), sendo a
habilidade de resolver proteinas de uma mistura complexa o parametro critico que define o
sucesso ou ndo da analise protedbmica.

Abordagens como a protedmica permitem a identificacdo de proteinas expressas em
microrganismos e patdgenos distintos, que podem ser avaliados como marcadores
diagnésticos, candidatos a vacinas e/ou alvos de drogas contra doengas (COELHO et al.,
2012). Recentemente, um estudo protebmico com L. amazonensis mostrou que o cultivo in
vitro de promastigotas estacionarias por 150 dias induziu alterages no contetido protéico dos
parasitas, além da reducdo significativa de sua infectividade in vivo (MAGALHAES et al.,
2014). Algumas das moléculas diminuiram sua expressdo, enquanto outras apresentaram um
aumento, tornando possivel inferir sobre seu papel na infectividade in vivo e no metabolismo
in vitro dos parasitas, respectivamente.

Desta forma, o presente trabalho tem por objetivo realizar uma avaliagdo
computacional dessas proteinas que apresentaram diminuicdo de seu conteddo protéico
durante os estudos in vitro no trabalho de Magalhdes e colaboradores (2014), na tentativa de
se identificar novos fatores de viruléncia que possam apresentar aplicacdo bioldgica contra as
leishmanioses. Para isso, a validagdo in vivo do candidato selecionado serd realizada em

modelo murino contra a infeccdo experimental com L. infantum. A molécula selecionada sera
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também utilizada para avaliagdo de sua imunogenicidade utilizando, para tal, células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) coletados de individuos saudaveis e de

pacientes com LV. Dessa forma, esperamos que tal candidato possa ser testado em um futuro
como vacina contra a doenca humana.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar por meio da bioinformética proteinas identificadas em um estudo protedmico

desenvolvido em Leishmania amazonensis, a fim de selecionar um candidato vacinal

composto por proteina recombinante mais adjuvante para ser aplicado contra a leishmaniose

visceral.

3.2 Objetivos especificos

a)

b)

Identificar, por meio de ferramentas de bioinforméatica, uma proteina de L.
amazonensis que possa ser considerado como um fator de viruléncia do parasito.
Clonar, expressar e purificar a proteina selecionada sob a forma recombinnate;
imunizar camundongos BALB/c com a proteina selecionada associada a saponina
como adjuvante e avaliar o perfil da resposta celular gerada nos animais imunizados,
por meio da dosagem das citocinas IFN-y, IL-12, GM-CSF, 1L-10 e IL-4, por ELISA
de captura e citometria de fluxo, além da resposta humoral por meio da avaliacdo da
producéo de anticorpos 1gG1 e 1gG2a especificos a proteina e aos parasitos;

avaliar o grau de protecdo da vacina por meio da avaliacdo da carga parasitaria no
baco, figado, medula éssea e linfonodos drenantes dos animais pela técnica de diluicédo
limitante;

avaliar a resposta celular e humoral apds a infec¢do, bem como a producéo de nitrito;
avaliar a imunogenicidade da proteina selecionada por meio da dosagem de IFN-y e
IL-10 nos sobrenadantes das culturas de células mononucleares de sangue periférico

(PBMCs) obtidas de individuos saudaveis e de pacientes com LV.
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4 METODOLODIA

4.1 Recuperacao de sequéncias, localizacao celular e anotacao funcional

A estratégia experimental foi desenvolvida de forma semelhante a descrita em
(CHAVEZ-FUMAGALLI et al., 2017). Resumidamente, sequéncias FASTA de proteinas de
L. amazonensis foram recuperadas do banco de dados UniProt utilizando seus nameros de
identificacdo, e 27 sequéncias de proteinas de Leishmania que exibem suas estruturas
cristalinas foram usadas como controles. Os parametros computados incluiram: peso
molecular, ponto tedrico isoelétrico, coeficiente de exting¢do, indice de instabilidade, indice
alifatico e uma grande média de hidropaticidade (GRAVY). Para a avaliacdo da localizacao
celular, foram utilizadas as seguintes ferramentas: PSORTb 3.0 (YU et al., 2010), CELLO
(YU et al., 2004) PSLpred (BHASIN et al., 2005) e WolfPsort (HORTON et al., 2007). O
SignalP 4.1 (PETERSEN et al., 2011) foi usado para predizer o peptideo de sinal, enquanto o
Secretome P (BENDTSEN et al., 2004) foi utilizado para identificar o envolvimento da
proteina na via secretoria ndo-classica. O TMHMM (KROGH et al., 2001) foi usado para
predizer a propensdo de uma proteina ser uma proteina de membrana, enquanto o dominio
funcional das proteinas foi avaliado por quatro bancos de dados: SUPERFAMILY (WILSON
et al., 2009), SMART (LEE et al., 2016), CATH (SILLITOE et al., 2015) e ProtoNet 6.0
(RAPPOPORT et al., 2012). A curva de Caracteristicas Operacionais do Receptor (ROC) foi
usada para validar a localizacdo predita e a funcdo das proteinas. Os resultados foram
expressos como sensibilidade (Se), especificidade (Sp), acuréacia (Ac) e area sob a curva
(AUC).

4.2 Predicdo de fatores de viruléncia

A triagem de possiveis fatores de viruléncia entre as proteinas selecionadas foi
realizada utilizando os servidores VICMpred (SAHA; RAGHAVA, 2006) e Virulentpred
(GARG; GUPTA, 2008). Ambos sdo métodos baseados na Maquina de Vetores de Suporte
para predizer alvos de viruléncia a partir de sequéncias de proteinas com uma precisdo de
70,8% e 81,8%, respectivamente. Ambos 0s métodos usam uma técnica de validacdo cruzada
de cinco vezes para a avaliacdo de diferentes estratégias de predicdo (ZHENG et al., 2008).
As sequéncias foram consideradas possiveis fatores de viruléncia quando os algoritmos

obtiveram um resultado positivo consensual. A andlise da correlagdo entre a mudanca de
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dobra na expressdo proteica e 0s escores obtidos nos servidores de predicdo também foi
realizada. Para isso, as pontuacBes obtidas dos servidores para cada proteina foram
transformadas em uma funcdo de raiz quadrada (sqtr), enquanto a expressdo da proteina foi
transformada em um logaritmo comum (Logl10); Posteriormente, os dados transformados
foram colocados em um grafico de regressdo linear e analisados pelo GraphPad PrismTM
(versédo 6.0 para Windows).

4.3 Comparacao de sequéncias de proteinas e modelagem da homologia estrutural

Uma comparacdo das sequéncias depositadas das proteinaas ndo redundantes foi
realizada utilizando a base de dados Gene DB (www.genedb.org) com outros
tripanosomatideos, cujos genomas foram sequenciados (ALTSCHUL et al., 1990). A
conservacao estrutural entre as proteinas Leishmania e Homo sapiens foi realizada utilizando
0 programa HHpred, que emprega uma comparagdo emparelhada do perfil de modelos ocultos
de Markov (HMMs) para deteccdo remota de homologia de proteinas, pesquisando bancos de
dados distintos de proteinas (SODING et al., 2005). A conservacéo estrutural foi mapeada no
alinhamento da sequéncia usando as opcdes disponiveis do Expresso (http://tcoffee.crg.cat/).
As sequéncias de aminodcidos brutos das sequéncias selecionadas foram carregadas no
formato FASTA para um servidor de refinamento de montagem de threading iterativo (I-
TASSER). Estruturas terciarias foram preditas no formato PDB. Os resultados geraram cinco
modelos de culminéncia para cada entrada, em que aqueles com 0s maiores escores de
confianga (c-score) representaram os melhores modelos e foram selecionados para posterior
analise (YANG et al., 2015).

4.4 Mapeamento conformacionais de epitopos de células B

A predicdo do epitopo das células B consistiu em dois passos: em primeiro lugar, as
sequéncias proteicas foram mapeadas utilizando a Predi¢do de Epitopo Linear de Bepipred
(LARSEN et al., 2006), Chou & Fasman Beta-Turn Prediction (CHOU; FASMAN, 1978),
Emini Surface Previsdo de Acessibilidade (EMINI et al., 1985), Predicdo de Flexibilidade
Karplus & Schulz (KARPLUS; SCHULZ, 1985), Antigenicidade de Kolaskar & Tongaonkar
(KOLASKAR; TONGAONKAR, 1990) e Predicdo de Hidrofilicidade de Parker (PARKER et
al., 1986). Em segundo lugar, a predi¢do do epitopo de anticorpo ElliPro foi realizada para
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mapear os epitopos conformacionais de célula B (PONOMARENKO et al., 2008). Valores
limite para positividade foram selecionados por parametros padréo.

4.5 Mapeamento de epitopos de células T lineares de MHC classes I e 11

Os epitopos lineares de classe | e 1l do MHC a partir de sequéncias de proteinas foram
preditos pelas ferramentas NetMHC 4.0 (ANDREATTA,; NIELSEN, 2015) e NetCTL 1.2
(LARSEN et al., 2007) para epitopos especificos do MHC classe I, enquanto a ferramenta Net
MHCII foi usada para predizer os epitopos especificos da classe |1 do MCH (NIELSEN et al.,
2007).

As informacGes sobre os alelos de MHC foram recuperadas do banco de dados
dbMHC (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gv/mhc), e os peptideos que interagiram com o maior
namero de alelos foram selecionados. Valores limite para positividade foram selecionados por

parametros padréo.

4.6 Regibes intrinsecamente desordenadas e analise de Motivo Linear Curto

As informag0es sobre regides intrinsecamente desordenadas (IDR) e Motivos Lineares
Curtos (SLiMs) das sequéncias protéicas selecionadas foram recuperadas do Recurso de
Motivo Linear Eucariotico para Sitios Funcionais em Proteinas (servidor ELM) (DINKEL et
al., 2016). A ferramenta de previsio ELM usa o algoritmo 1UPred (DOSZTANY!I et al.,
2005) para realizar uma busca sequencial por regides ordenadas e desordenadas. Residuos
com pontuacdo acima de 0,5 foram considerados desordenados. A distin¢do entre SLiMs foi
feita entre as correspondéncias, que correspondem a instancias de motivos experimentalmente
validadas e ja selecionadas no banco de dados do ELM. Os SLiMs foram classificados em
seis tipos diferentes baseados na fungdo dos motivos: sitios de clivagem por protease (CLV),
sitios de interacdo/ligacdo de proteinas (LIG), sitios de modificagdo pos-traducional (MOD),
sinais de segmentacédo celular (TRG), motivos de encaixe (DOC) e motivo degron (DEG)
(DINKEL et al., 2016).

4.7 ldentificagéo de sitios farmacoldgicos

Os sitios ativos nas proteinas avaliadas foram identificados utilisando um servidor
DoGSite (VOLKAMER et al., 2012), no qual a capacidade de drogar de um sitio pode ser
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predito automaticamente com base em seu tamanho, forma e caracteristicas quimicas.
Considerando todos os descritores, DoGSiteScorer fornece um valor de pontuacdo de droga
(0-1) para um sitio selecionado, no qual uma pontuacdo mais alta e um sitio mais drogavel séo

estimados.

4.8 Analises estruturais

Estruturas quimicas com funcgdes inibitorias conhecidas para a familia de proteinas
foram pesquisadas e recuperadas dos servidores PubChem (KIM et al., 2016) e Swissdock
(GROSDIDIER et al., 2011), que foram automaticamente capazes de pesquisar a estrutura
quimica a partir de um banco de dados de zinco. (IRWIN et al., 2012). Analises estruturais
foram realizadas, nas quais os modos de ligacdo foram marcados usando seu Full Fitness e
agrupados. Clusters foram classificados de acordo com a média Full Fitness de seus
elementos, e os resultados do SwissDock foram visualizados usando o pacote UCSF Chimera
(PETTERSEN et al., 2004).

4.9 Animais de experimentacao

Camundongos BALB/c fémeas, de 8 semanas de idade, foram utilizados. Os animais
foram adquiridos no Biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG e mantidos
em estante apropriada no Biotério do Departamento de Patologia Clinica do COLTEC,
UFMG, sob as devidas condi¢cdes de manejo. Este projeto foi aprovado junto ao Comité de
Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) da UFMG, com o protocolo niimero 92/2012
(Anexo B).

4.10 Parasitas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Manejo Etico de Animais de Pesquisa
da UFMG (protocolo nimero 333/2015) (12/09/2015) (Dia Més Ano). A cepa de Leishmania
infantum (MOM/BR/1970/BH46) foi utilizada. Os parasitas foram cultivados a 24° C em
meio de Schneider (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), que foi adicionado com 20% de
soro fetal bovino inativado pelo calor (FBS, Sigma-Aldrich) e 20 mM de L-glutamina, pH
7,4. Os parasitos foram cultivados a 24°C e repiques das culturas foram efetuados de cinco
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em cinco dias, periodo que os parasitos se apresentavam em fase logaritmica de crescimento.

Estoques de parasitos foram mantidos em nitrogénio liquido a -196°C.

4.11 Amostras de sangue, cultura de PBMC e ensaio de citocina

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG) com numero de protocolo CAAE-32343114.9.0000.5149.
Amostras de sangue periférico (20 mL) foram coletadas, utilizando heparina, de individuos
saudaveis (n = 10, 6 homens e 4 mulheres com idades entre 23 e 49 anos) residentes em area
endémica de LV (Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil). Esses individuos ndo apresentavam
sinais clinicos de doenca e mostravam resultados soroldgicos negativos ao usar kits de testes
comerciais (Teste Kalazar Detect ™, InBios® International, Seatle, Washington, EUA). Além
disso, amostras de sangue foram coletadas de pacientes com LV (n = 10, com 7 homens e 3
mulheres com idade variando de 26 a 53 anos) antes do inicio do tratamento. Esses pacientes
apresentavam sinais clinicos da doenca e foram diagnosticados pela técnica de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), visando o kDNA de L. infantum, bem como pela sorologia
positiva. As PBMCs foram purificadas por centrifugacdo de densidade através de Ficoll-
Hypaque (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suécia). Para isso, as células (107)
foram cultivadas em meio RPMI 1640, juntamente com 20% de soro fetal bovino (FBS), 2
mM de L-glutamina, 200 U/ mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 50 uM de 2-
mercaptoetanol, 1 mM piruvato de so6dio e 1x aminoacido ndo essencial. A seguir, as PBMCs
foram plaqueadas em placas de cultura de tecido de fundo plano de 48 pogos (Costar,
Cambridge, MA, EUA), e incubadas em meio (controle) ou estimuladas com rSMP-3 ou SLA
L. infantum (5,0 e 25,0 pg/mL, respectivamente) durante 5 dias a 37 em 5% de CO,. Os
sobrenadantes foram entdo recolhidos, e os niveis de IFN-y e IL-10 foram medidos por
ELISA de captura (Human IFN-y e IL-10 ELISA Sets, BD Biosciences, New Jersey, EUA).

4.12 Clonagem, expressao e purificagdo da proteina rSMP-3

A sequéncia de aminoacidos da pequena proteina miristoilada-3 (XP_003873457.1)
foi obtida de TriTrypDB (http://tritrypdb.org). A regido codificadora da proteina foi
amplificada por PCR utilizando DNA genémico de L. amazonensis; Primers forward e
reverse foram projetados para este proposito. Em seguida, a regido codificadora foi clonada

no sistema vetorial pPGEM®-T (Promega, EUA) e submetida a sequenciamento de dupla fita,
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com o inserto de DNA obtido por dupla digestdo, utilizando as enzimas BamHI e Hindlll. O
plasmideo recombinante foi transformado em uma cepa Escherichia coli C41, e a expressao
da proteina recombinante foi realizada pela adicdo de 0,2 mM IPTG (isopropil-B-D-
tiogalactopiranésido, Promega, Montreal, Canada), por 3h a 37°C. Para purificacéo, as células
foram lisadas e o produto foi centrifugado a 13.000 x g durante 20 min a 4°C. A proteina HIS-
rSMP-3 foi purificada sob condi¢Ges ndo desnaturantes utilizando uma coluna His-Trap (GE
Healthcare Life Science, EUA), ligada a um sistema FPLC (GE Healthcare Life Science).
Depois, a rSMP-3 foi passada através de uma coluna de polimixina-agarose (Sigma) para

remover possivel conteido residual de endotoxina.

4.13 Eletroforese em gel SDS-PAGE

As eletroforeses de proteinas em geéis desnaturantes (SDS-PAGE) foram realizadas em
sistema de Minigel da BioRad (Hercules, CA, USA) para geéis de poliacrilamida descontinuos,

segundo Laemmli (1970).

4.14 Western-blot

Os experimentos de Western-Blot foram realizados como descrito por Towbin et al.
(1979), com modificacdes. Apds o preparo do gel SDS-PAGE, 10 pg da proteina foram
aplicados e a corrida eletroforética foi realizada a 200 V. A proteina foi transferida do gel para
uma membrana de nitrocelulose (NC, poro de 0,2 pm, Sigma) em tampao de transferéncia
(0,192 M glicina, 0,025 M tris e metanol 20%), a 100 V por 1 h e 30 min. As membranas
foram bloqueadas com PBS-T 1x (PBS 1x, pH 7,4 e Tween 20 a 0,05% v/v), e albumina
bovina a 5%, por 1 h, e posteriormente, lavadas com PBS-T 1x. As membranas foram
incubadas individualmente frente aos soros de camundongos BALB/c infectados com L.
infantum ou néo infectados (diluidos 1:100 em solugdo PBS-T 1x. Em seguida, as membranas
foram lavadas e incubadas com anticorpo secundario especifico (anti-lgG de camundongo)
conjugado a enzima peroxidase (Sigma-Aldrich), diluido em PBS-T 1x (1:10.000). Apds
realizacdo das lavagens com PBS-T 1x, seguida por PBS 1x, o substrato (cloronaftol 12,5 mg,
metanol 4%, diaminobenzidina 25 mg, 20 uL de peroxido de hidrogénio (H20,) 20 vols. e
PBS 1x para um volume final de 50 mL) foi acrescentado para a revelacdo da reacdo. A

reacdo foi interrompida com agua destilada e as membranas foram secas em papel de filtro.
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4.15 ELISA para o sorodiagndstico da LVC

A avaliacdo da antigenicidade da proteina rSMP-3, foi realizada de acordo com
Martins e colaboradores (2013) com algumas modificacbes. Curvas de titulagdo foram
realizadas a fim de determinar as concentragdes mais apropriadas dos antigenos e a dilui¢éo
dos soros para 0s experimentos. Placas de microtitulagdo de 96 pocos (Falcon®) foram
sensibilizadas com rSMP-3 (1,0 pg), com os Peptideos 1, 2 ou 3 (20,0 pg de cada), rA2 (1,0
ug) ou SLA L. infantum (2,0 pg), diluidos em 100 uL de tampao de sensibilizagdo (carbonato
de s6dio 0,1M e bicarbonato de sddio 0,05 M, pH 9,6). As placas foram lavadas com PBS-T e
bloqueadas por 1 h a 37°C. Apoés serem lavadas, as placas foram incubadas com 100uL por
poco de soros de cdes individuais, em duplicata, tendo sido diluidos a 1:100 em PBS-T. Apds
incubacdo por 1 h a 37°C, as placas foram lavadas novamente e 100 pL do anticorpo anti-lIgG
de cdo (Sigma) conjugado a peroxidase foi utilizado em uma diluicdo de 1:5,000 em PBS-T
1x por 1 h a 37°C. As placas foram lavadas e incubadas com 100 puL da solugo reveladora
[10 mL de tampao citrato-fosfato (Na,HPO,4 24 mM e &cido citrico 17,5 mM para 1 L de 4gua
destilada, pH 5,0), 2 mg de orto-fenilenodiamina (OPD) e 2 pL de H,0,] durante 30 min e ao
abrigo da luz. A reacdo de revelacdo foi parada adicionando-se 25 uLL de 2N H,SOq e a leitura
ocorreu em comprimento de onda de 492 nm em espectrofotdmetro (Molecular Devices,
Spectra Max Plus, Canada). Controles positivos e negativos foram utilizados em todas as

placas.

4.16 Imunizagdo de camundongos BALB/c

Grupos de camundongos BALB/c (n=8, por grupo) fémeas foram imunizados pela via
subcutanea no coxim plantar esquerdo, com trés doses em intervalos de 15 dias entre as
mesmas. Os animais foram divididos em grupos dentro de quatro experimentos:

Experimento (infecgéo L. infantum):

a) grupo inoculado com salina;
b) grupo imunizado com 25 ug de saponina (Quillaja saponaria bark saponin, Sigma);

¢) grupo imunizado com 25 ug de rfSMP-3/25 pg de saponina.
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4.17 Infeccdo desafio

A infeccdo desafio foi realizada 30 dias apds a ultima dose da vacina, quando também
ocorreu a eutanasia de metade do nimero dos animais de cada grupo para a realizagcdo de
experimentos de imunogenicidade. Para tal, 1 x 10" promastigotas em fase estacionaria de
crescimento de L. infantum (primeiro experimento), foram diluidas em 20 puL de PBS 1x e
inoculadas no coxim plantar direito de cada animal. Os camundongos infectados foram
monitorados durante 10 semanas ap0s o0 desafio e entdo eutanasiados para realizacdo dos

experimentos de imunogenicidade e determinacao da carga parasitaria.

4.18 Isolamento e cultura dos esplendcitos

Camundongos imunizados ou imunizados e infectados foram submetidos a eutanasia
para a coleta do baco. O isolamento, cultura e estimulagdo de esplendcitos foram realizados
de acordo com Martins et al. (2013), com modificacGes. Para tal, 5 x 106 células/mL foram
incubadas em meio de cultura RPMI 1640 completo (acrescido com 20% de soro fetal bovino
(SFB) inativado (Sigma), 20 mM de L-glutamina, 200 unidades por mililitro (U/mL) de
penicilina e 100 microgramas por mililitro (ug/mL) de estreptomicina), na presenca de
estimulos especificos (proteina recombinante ou SLA) ou ndo (controle negativo). As placas
foram incubadas em estufa com 5% de CO, durante 48 h a 37°C, e os sobrenadantes foram
coletados para a dosagem das citocinas. A avaliacio da participacio de LTCD4" e LTCD8" na
producdo de IFN-y, pelos esplendcitos dos animais imunizados e desafiados foi realizada com
a utilizacéo dos anticorpos monoclonais anti-CD4" (GK 1.5), anti-CD8" (53-6.7) ou anti-1L12
(C17.8) como recomendado pelo fabricante (todos da Pharmingen, San Diego, CA, USA).

4.19 Dosagem das citocinas

As citocinas IFN-y, IL-4, IL-10, IL-12 e GM-CSF foram avaliadas. A dosagem das
citocinas foi realizada através da técnica de ELISA de captura, utilizando-se os Kits
comerciais BD OptEIA TM Set Mouse, catadlogo 555138, 555232, 555167, 555256 e 555252,
respectivamente (Pharmingen, San Diego, CA, USA), seguindo as instru¢fes do fabricante.
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4.20 Avaliacédo da producéo de anticorpos 1gG1 e 1gG2a

O perfil da resposta humoral nos animais imunizados ou imunizados e desafiados foi
avaliado através da producdo de anticorpos IgG1 e 1gG2a especificos ao SLA de L. infantum.
Amostras de sangue dos animais foram retiradas 30 dias apds a ultima dose de imunizacgdo e
na décima semana apos a infec¢do, incubadas por 10 min a 37°C e centrifugadas a 5.000 x g
por 10 min, para a obtencéo de soro. Os ensaios de ELISA foram realizados em placas de 96
pocos (Jet-Biofil®), sendo que 0,5 pg/poco de rSMP-3 ¢ 1,0 ug/pogo de SLALi foram
utilizados em 100 puL de tampao de sensibiliza¢do. As placas foram incubadas a 4°C por 18 h
e apos este periodo foram lavadas com PBS-T 1x e bloqueadas. Ap6s uma nova lavagem, as
amostras de soro foram aplicadas em duplicatas, diluidas 1:100 em PBS-T 1x e caseina
0,25%. Ap0s incubacdo, as placas foram lavadas e os conjugados anti-lIgG1 ou anti-lgG2a de
camundongo, ligados a peroxidase (Sigma), foram acrescentados na dilui¢cdo de 1:5.000 (no
experimento com L. infantum) em PBS-T 1x e caseina 0,25%. As amostras foram reveladas e
a leitura das absorbancias foi realizada em leitor de ELISA, em comprimento de onda de 492

nm. Em todos os ensaios, controles positivos e negativos foram utilizados.

4.21 Avaliacdo da carga parasitaria

Para realizar a quantificacdo de parasitos, baco, figado, linfonodo drenante, medula
Ossea e lesdo da pata infectada (quando pertinente) foram removidos 10 semanas apds a
infeccdo. Os 6rgaos foram macerados em meio Schneider’s incompleto na propor¢ao de 1 mL
de meio de cultura a cada 100 mg de tecido. Dilui¢des seriadas foram realizadas utilizando
meio de Schneider’s completo, partindo de uma dilui¢do de 10-1 até uma diluicdo méxima de
10-12. As placas de cultura celular de 96 pogos (Nunc) foram incubadas em estufa a 24°C
durante 7 dias e os resultados foram representados pela maior diluicdo na qual os parasitos
puderam ser visualizados utilizando-se um microscopio trinocular invertido (Axiovert 25,

Zeiss), de acordo com Coelho e demais autores (2003).
4.22 Andlise estatistica
As analises estatisticas foram realizadas no software Graph Pad Prism (versdo 6.0 para

Windows). Curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) foram preparadas para analise

dos dados de antigenicidade da proteina rSMP-3 e seus peptideos. Para determinar se a
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variavel foi distribuida normalmente, utilizou-se o teste de normalidade D'Agostino &
Pearson. O teste t de Student ndo pareado também foi utilizado e diferengas significativas
foram consideradas quando P < 0,05. A capacidade de diagndstico de cada antigeno foi
medida avaliando a sensibilidade (IC 95%), especificidade (IC 95%), area sob a curva (AUC)
e acuracia (AC). Para a estatistica da imunogenicidade, os valores encontrados para 0s
diferentes grupos experimentais foram analisados pelo teste de anélise de variancia
(ANOVA), seguido pelo teste de Bonferroni’s. Diferencas foram consideradas significativas

quando o valor de P < 0.05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme as normas que regem este Programa de P0Os-Graduacdo, as secOes de
Resultados e Discussdo desta dissertacdo serdo descritas sob a forma de um artigo cientifico,
que foi publicado na revista “International Journal of Molecular Sciences”, classificada como
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Abstract

In a proteomics approach conducted with Leishmania amazonensis, parasite proteins showed
either an increase or a decrease in their expression content during extensive in vitro
cultivation, and were related to the survival and the infectivity of the parasites, respectively.
In the current study, a computational screening was performed to predict virulence factors
among these molecules. Three proteins were selected, one of which presented no homology
to human proteins. This candidate, namely small myristoylated protein-3 (SMP-3), was
cloned, and its recombinant version (rSMP-3) was used to stimulate PBMCs from healthy
subjects living in an endemic area of leishmaniasis and from visceral leishmaniasis patients.
Results showed high IFN-y production and low levels of IL-10 in the cell supernatants. An in
vivo experiment was then conducted on BALB/c mice, which were immunized with rSMP-
3/saponin and later challenged with Leishmania infantum promastigotes. The rSMP-
3/saponin combination induced high production of protein-specific IFN-y, IL-12, and GM-
CSF by the spleen cells of the immunized mice. This pattern was associated with protection,
which was characterized by a significant reduction in the parasite load in distinct organs of
the animals. Altogether, these results have revealed that this new virulence factor is
immunogenic in both mice and humans and have proven its protective efficacy against

visceral leishmaniasis in a murine model.

Keywords: Visceral leishmaniasis; bioinformatics; small myristoylated protein-3; peripheral

blood mononuclear cells; immune response; vaccine.

1 Introduction

Leishmaniasis is a vector-borne disease complex caused by protozoan parasites of the
genus Leishmania, which presents a high morbidity and mortality worldwide. Around 380
million people are at risk of infection in 98 countries, with approximately 1.5 to 2.0 million
cases being registered annually [1]. The outcome of infection depends mainly of the immune
response of the hosts and the virulence of the parasite strain [2]. In addition, the disease has
gained relevance in human immunodeficiency virus (HIV)-infected patients as an
opportunistic infection in areas where both pathogens are endemic [3].

Currently, about 54 Leishmania species are known, and at least 21 of these can cause
human disease [4]. Some parasite species cause a chronic and slow-to-heal disease called
tegumentary leishmaniasis (TL), while others spread to distinct organs, such as the spleen,

liver, and bone marrow, in turn causing visceral leishmaniasis (VL). In Brazil, leishmaniasis
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Is caused by at least six different Leishmania species. Among these, Leishmania amazonensis
is of particular interest, since it is capable of causing both TL and VL [5,6]. By contrast, L.
infantum is the main parasite species responsible for the cases of VL [7].

Current control methods for leishmaniasis are mainly focused on the diagnosis and
treatment of disease in humans. There is no gold standard test to diagnosis human
leishmaniasis, and a combination of clinical assessment and parasitological tests is needed [8].
Disease treatment also presents challenges due to high costs and/or toxicity of drugs, in
addition to parasite resistance [9]. In this context, the development of prophylactic
vaccination to protect against VL has gained importance [10]. Nevertheless, the development
of a vaccine to prevent against disease has been hampered by different factors, such as the
need to associate immune adjuvants, immunization schedules, variable efficacy of the
employed antigens, among others [11].

The immune response associated with the protection against Leishmania infection is
dependent on the development of a Thl-type immunity marked by the production of
cytokines, such as IFN-y, TNF-a, IL-12, and GM-CSF, which activate macrophages to
produce nitric oxide (NO). Conversely, susceptibility has been associated with the production
of cytokines, such as IL-4, IL-10, IL-13, and TGF-B, which inhibit the Thl response, thus
allowing the development of the disease [12,13]. Peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) from VL patients developing the active disease exhibit a profile marked by the
suppression of the Thl response, coupled with the production of high levels of IL-10. By
contrast, PBMCs from asymptomatic patients or healthy people living in endemic areas of VL
usually produce high levels of IFN-y after antigenic stimuli [14,15].

Biotechnological approaches, such as proteomics, allow for the identification of
proteins expressed in distinct microorganisms and pathogens, which can be evaluated as
diagnostic markers, vaccine candidates, and/or drug targets against diseases [16]. Recently, a
proteomic study involving L. amazonensis showed that an in vitro cultivation of stationary
promastigotes for 150 days induced alterations in the protein content of the parasites, and a
reduction in their infectivity was observed when both in vitro and in vivo experiments were
performed [17]. Some of these molecules decreased in expression, while others showed an
increase, making it possible to infer their role in the in vivo infectivity and the in vitro
metabolism of the parasites, respectively.

The purpose of the present study was to perform a computational screening of these
proteins that increased or decreased their expression during the in vitro studies, in an attempt

to identify new virulence factors that could present a biological application against
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leishmaniasis. For this, the in vivo validation of this selected candidate was performed in a
murine model against L. infantum infection. Our results pointed to one protein, the small
myristoylated protein-3 (SMP-3), which showed low structural homology to human proteins,
as well as an immunogenic role in PBMCs collected from healthy subjects and VL patients,
which were stimulated with this recombinant antigen. In addition, SMP-3 was also
immunogenic in BALB/c mice, when associated with saponin, by inducing a specific Thl
response that was responsible for protection when a challenge infection was performed using
L. infantum promastigotes. As a consequence, a possible application of this molecule as a

future vaccine against human disease can be considered.

2 Results
2.1 Computational strategy to predict virulence factors in L. amazonensis proteins

A computational screening approach was designed to identify Leishmania virulence
factors and test them as vaccine candidates against leishmaniasis in mammalian hosts [17].
The amino acid sequences of the 56 proteins were submitted to a functional annotation
protocol. For this, the PSORTb, PSLpred, CELLO, WolfPsort, SignalP 4.1, SecretomeP,
TMHMM, SUPERFAMILY, CATH, SMART, and InterPRO servers, which were combined
with a statistical estimation of diagnostic accuracy, were used to produce a functional
annotation. Among these molecules, seven were classified as hypothetical in the previous
study. It was possible to successfully determine that the function and subcellular localization
of four of these hypothetical proteins presented high average accuracy, sensitivity, and
specificity values of 78.5%, 78.5%, and 100%, respectively (Table 1). Their sequences were
functionally annotated as [WD40 repeat-like protein (Uniprot ID: EQASMO)], [Phosphoenol
pyruvate-like protein (Uniprot ID: EQAXT3)], [AlbA-like protein (Uniprot ID: E9B549)], and
[Leucine rich-like protein (Uniprot ID: E9ATK7)], and were predicted to be parasite
cytoplasmic proteins.

Table 1 — List of functionally annotated Leishmania hypothetical proteins.

Uniprot ID Gene ID Predicted function Predicted localization
E9ASMO LMXM36.1000 WDA40 repeat-like Cytoplasmic
E9AXT3  LMXM25.2010 Phosphoenol pyruvate-like Cytoplasmic
E9B549 LMXM33.2580 AlbA-like Cytoplasmic
E9ATK7  LMXM36.4230 Leucine rich-like Cytoplasmic

Fonte: Elaboracéo propria
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The VICMpred and Virulentpred servers were used to predict virulence factors among
the 56 selected sequences. The correlation between the fold change in their expression content
and scores obtained from servers were also analyzed. There was no significant correlation
between the decrease (Fig. 2a and 2b) or increase (Fig. 2c and 2d) in fold change in protein
expression and the calculated scores by both servers. Nevertheless, consensual positive results
identified three protein sequences that decreased as possible Leishmania virulence factors,
and their sequences were selected for further analysis. In fact, screening the vaccine
candidates for sequence homology with the human sequences allows for the identification and
removal of those antigens that may cause a risk of inducing autoimmunity [18]. In this
context, the structural homology to human proteins was evaluated in these candidates. The
HHpred analysis showed that SMP-3 presented no significant homology to these proteins, and
it was then selected to be validated as a potential vaccine candidate against disease (Table 2).
A BLAST analysis was performed and results showed that L. amazonensis SMP-3 presents
91%, 98%, and 99% of structural homology among L. braziliensis, L. major, and L. infantum
species, respectively.

Figure 2 — Linear regression plots and Pearson’s correlation coefficient.
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The Virulentpred and VICMpred servers were used to predict Leishmania virulence factors among the evaluated
sequences. Their scores were transformed (sqtr function) and plotted against fold change in protein expression
(Logio). The linear regression assays resulting in the proteins that decrease (a and b) or increase (c and d) their

expression content are shown here.
Fonte: Elaboragdo propria
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Table 2 — List of structural homologies of the Leishmania protein sequences regarding human
proteins. ® Non-characterized protein predicted as a WDA40 repeat-like protein.

Major HHpred Hit to Homo sapien

sequences

Uniprot Probability

ID Protein name Gene ID PDB (%) E-value
WDA40 repeat-like

E9ATKY _ LMXM36.4230 1Z7X 100 4.3E-29
protein®
Ribonucleoprotein

E9AQ29 18 LMXM15.0275 4XGL  99.8 1E-17
p
Putative small

E9APTO myristoylated LMXM14.0850 2JX8 45.1 27

protein-3

Fonte: Elaboracdo propria

2.2 Bioinformatics, assays and cytokine response using human PBMCs

To evaluate the SMP-3 sequence regarding the presence of T-cell epitopes, the NETMHC
and NETCTL servers were used to predict MHC I-specific epitopes, while the NETMHC
class Il server was applied to identify MHC Il-specific epitopes. A total of 19, 20, and 390
epitopes were found by using the NETMHC (Fig. 3a), NETCTL (Fig. 3b), and NETMHCI|I
(Fig. 3c) programs, respectively. Since the total epitope prediction includes some degree of
redundancy, a clustering step was performed. This analysis resulted in two and three
sequences for MHC class | and Il-specific epitopes. In addition, a sequence alignment was
performed to select the best epitopes that belong to conserved regions of SMP-3, and results
showed that IAPTTTEMF and TTNYQMMVK epitopes for MHC class | and
FGKDSKIEAIGNTTM and EIAPTTTEMFIEGEP epitopes for MHC class Il were those
presenting higher coverage degrees between L. infantum, L. major, and L. braziliensis species
(Fig. 3d).
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Figure 3 — Mapping MHC class | and class Il-specific T-cell epitopes
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The chart shows the number of predicted epitopes through the NETMHC (a), NETCTL (b), and
NETMHC Class Il (c) servers for each allele supertype. The protein sequence in the L. amazonensis,
L. infantum, L. major, and L. braziliensis species were then aligned, using the predicted T-cell
epitopes, by the Clustal Omega program (d). The identical residues (black color), and the conservative
(gray color) and semi-conservative (white color) substitutions are shown above. The cytokine
response in PBMCs purified from healthy subjects living in an endemic area of leishmaniasis and VL
patients was evaluated (e). Cells were non-stimulated (medium) or stimulated with rSMP-3 or L.
infantum SLA (5.0 and 25.0 pg/mL, respectively), for 48 h at 37°C in 5% CO,. IFN-y and IL-10 levels
were measured in the cell supernatant by an ELISA capture. Bars represent mean + standard
deviation. *indicates statistically significant differences (P < 0.005) between IFN-y and IL-10 levels.
Fonte: Elaboracdo propria

In an attempt to evaluate the immunogenicity of rSMP-3 in human cells, PBMCs
collected from healthy subjects living in an endemic area of disease and VL patients were
non-stimulated or separately stimulated with rSMP-3 or a soluble Leishmania antigenic
extract (SLA). After, the cell supernatant was collected and used to evaluate the protein and
parasite-specific IFN-y and IL-10 production. In the results, high IFN-y production was found
when the recombinant protein was used to stimulate cells from both subjects, although higher
production was found when PBMCs collected from healthy subjects were used (Fig. 3e). On
the other hand, a low IL-10 production was obtained when rSMP-3 was employed as a
stimulus of cells from both individuals. Using SLA as a stimulus, a low IFN-y and 1L-10
production was found when PBMCs collected from healthy subjects were used, although IL-

10 levels were higher when cells from VL patients were employed in the experiments.
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2.3 In vivo validation against L. infantum infection

To validate our computational screening, in which SMP-3 was identified as a possible
Leishmania virulence factor, this protein was cloned and its recombinant version, together
with saponin as an adjuvant, was administered in BALB/c mice. Animals followed a
vaccination schedule of 30 days after the last vaccine dose and before challenge, as well as 60
days after L. infantum infection. After, the animals were euthanized to collect the blood and
organs, aimed at evaluating parasitological and immunological parameters. The rSMP-
3/saponin-vaccinated mice produced high levels of protein and parasite-specific IFN-y, IL-12,
and GM-CSF before infection (Fig. 4a), which was associated with a higher production of the
IgG2a isotype than the 1gG1 molecule (Fig. 4b), thus showing a Thl immune response in

these animals.



Figure 4 — Cellular and humoral response induced in BALB/c mice before infection.
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Spleen cells were obtained from experimental mice 30 days after the last vaccine dose and before
infection. These were cultured in the absence (medium) or presence of rSMP-3 or SLA (5 and 20
pg/mL, respectively). IFN-y, IL-12, GM-CSF, IL-4, and 1L-10 levels were measured by capture

ELISA in the cell supernatants (a). The SMP-3 and parasite-specific IgG1 and 1gG2a isotype levels

were determined, and ratios between 19G2a and 1gG1 were calculated and are shown (b). Bars
represent the mean + standard deviation. *indicates statistically significant differences (P < 0.005)
between the rSMP-3/saponin group and the control (saline and saponin) groups.
Fonte: Elaboracédo propria

52



53

After challenge infection, the immune profile was maintained in the vaccinated group
mice, since higher levels of protein and parasite-specific IFN-y IL-12, and GM-CSF were
found, while in the saline and saponin groups, animals produced higher levels of IL-4 and IL-
10, which proved to be compatible with the development of the Th2 response (Fig. 5a). IFN-y
production in the infected and rSMP-3/saponin-vaccinated mice proved to be due mainly to
the action of CD4" T cells, since the use of a monoclonal antibody inhibition by neutralizing
these cells was associated with lower levels of this cytokine in the cell supernatant (Fig. 5b).
The rSMP-3/saponin-vaccinated mice showed a high nitrite production, possibly indicating
that this molecule could be involved in macrophage activation, consequently explaining, at
least in part, the protection against Leishmania infection observed in these animals (Fig. 5c).
Corroborating the cell response, the higher production of IgG2a antibodies was maintained in
the infected and vaccinated group. By contrast, a higher production of parasite-specific 1gG1

was observed in the controls (Fig. 5d).
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Figure 5 — Analysis of the cell and humoral response induced by the rSMP-3/saponin vaccine
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Spleen cells were non-stimulated (medium) or stimulated with rSMP-3 or L. infantum SLA (5.0 and
20.0 pg/mL, respectively) for 48 h at 37°C in 5% CO,. IFN-y, IL-12, IL-4, and IL-10 levels were
measured in cell supernatants by ELISA capture (a). The analysis of the involvement of IL-12 and

CD4" and CD8" T cells in the IFN-y production is shown (b). Levels of this cytokine found in the cell
supernatants stimulated with rSMP-3 or SLA, as explained above, in the absence (positive control) or
presence of anti-1L-12, anti-CD4, or anti-CD8 monoclonal antibodies were measured. The nitrite
production was also evaluated by the Griess reaction (c). In addition, the humoral response in that
SMP-3 and parasite-specific 1gG1 and 1gG2a isotypes levels were determined, and ratios between
1gG2a/lgG1 levels are shown (d). In all cases, bars represent mean + standard deviation. *indicates
statistically significant differences (P < 0.005) between the rSMP-3/saponin group and the control
(saline and saponin) groups.

Fonte: Elaboracédo propria

To evaluate the protective efficacy induced by rSMP-3/saponin immunization, the

parasite load was determined (Fig. 6). The vaccine was effective in protecting against

infection, with significant reduction in the parasite load in infected and rSMP-3/saponin-

vaccinated mice, when compared to the mice from the saline and saponin groups: liver (3.3-

and 2.8-log reductions, respectively), spleen (4.3- and 4.0-log reductions, respectively), dLNs
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(4.5- and 4.3-log reductions, respectively), and BM (2.8- and 2.5-log reductions,
respectively).

Figure 6 — Parasite load in the infected and immunized BALB/c mice.
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The parasite burden in the animals (n=8, in each group) was evaluated in the liver (a), spleen (b), bone
marrow (c), and paws’ draining lymph nodes (d) by the limiting-dilution technique. Bars represent
mean * standard deviation. *indicates statistically significant differences (P < 0.005) between the
rSMP-3/saponin group and the control (saline and saponin) groups.
Fonte: Elaboracdo propria

3 Discussion

L. amazonensis promastigotes were previously in vitro cultured for 150 days and the
protein expression content of the parasites was evaluated by proteomics at different periods of
time. Fifty-six proteins showed an increase or a decrease in their expression content within
this time frame [17]. Some of these molecules that decreased their expression content have
already been characterized as presenting an infective role in Leishmania, such as peroxidoxin
[19], enolase [20], calreticulin [21], and tryparedoxin peroxidase [22]. Others showing an
increase in their expression content were considered to be related to Leishmania metabolism
[17]. However, the main issue is to determine whether these proteins are related to the
infectivity of the parasites. In this context, the current study used a computational strategy to

predict new virulence factors among these 56 previously identified proteins, as well as to
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validate their application, both in vitro and in vivo, as a vaccine candidate against
leishmaniasis.

The maintenance of the Leishmania virulence is related to the in vivo infection
sustained by parasite replication in mammalian hosts [17]. Others have also shown that in
vitro cultivation for long periods leads to the loss of virulence in L. infantum [23] and L.
major [24]. In the present study, proteins were evaluated by two virulence factor prediction
servers, and the resulting scores were correlated with the fold change in their expression;
however, no correlation was found. These results are in accordance with others, since studies
have shown that the loss of virulence caused by the in vitro culture of promastigotes may well
be the result of a growing inability to differentiate into amastigotes. Moreover, the induction
of differentiation from promastigote to amastigote and then back to promastigote forms, both
in vitro and in vivo, was capable of restoring Leishmania virulence [25]. Here, three
sequences were predicted to be possible virulence factors and were submitted to a structural
homology analysis against human proteins. Results showed that only SMP-3 presented low
structural homology and was therefore selected for further immunological analysis.

Virulence factors in Leishmania have been proposed to involve two distinct groups of
molecules: one consisting of invasive/evasive proteins and another comprised of conserved
intracellular molecules, which can modulate interactions between parasite and host cells [26].
However, the relevance of these molecules in clinical manifestations found in the mammalian
hosts has not yet been elucidated [27]. One of the main problems in applying Bioinformatics,
tools to predict virulence factors in Leishmania has been based on the low number of
available programs to predict these candidates in the parasites, since most of them use servers
developed to identify virulent proteins in bacterial pathogens [28-30]. In our study, the
VICMpred [31] and Virulentpred [32] servers, which are also applied to identify virulence
molecules in these pathogens, were used to predict virulence factors in Leishmania. However,
in our strategy, only proteins presenting satisfactory results using both servers were later
evaluated to avoid false-positive results in the trials. In addition, the in vivo validation of the
selected molecule, SMP-3, against Leishmania infection in a mammalian model allows one to
draw a conclusion about the efficacy of the Bioinformatics, strategy employed in this study.

Myristoylated proteins present a key role in cell signaling, as well as in protein-protein
and protein-membrane interactions [33]. In Trypanosomatids, 0.75% protein content in L.
major, 0.76% in T. brucei, and 0.54% in T. cruzi are predicted to be myristoylated proteins
[34]. However, only a few of these molecules have been identified and/or validated by

experimental evidence, such as ADP-ribosylation factor-like protein, LAARL1, LAARL3A,
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and HASPB [35]. Another well-studied myristoylated protein is the small myristoylated
protein-1 (SMP-1), which is located in the Leishmania promastigote flagellum and is
responsible for stabilizing the flagellar membrane, either directly by forming a protein
scaffold on the cytoplasmic leaflet or by increasing the degree of saturation of membrane
lipids [36]. Moreover, myristoylation has been pinpointed as a step in initiating immune cell
signaling cascades. As a consequence, myristoylation of a macrophage protein, namely
MARCKS, is required for its effective co-localization with PKC, and critical for the
production of inflammatory cytokines, such as TNF-o, GM-CSF and IFN-y. In addition, it has
been shown that myristoylation directly regulates the biological activity of endothelial nitric
oxide, by placing this molecule in the plasma membrane, which is required for an efficient
diffusion of NO in the extracellular space [37]. In addition, proteins” myristoylation plays
with a role in the cytotoxic function of activated T cells, by means of the activation of the
apoptotic mechanism in targeted cells, through the extrinsic pathway [38].

Leishmania vaccine research is a study area which requires further investigation,
particularly given that available epidemiological and historical data indicate that an effective
vaccine is a possible goal [39]. The development of a vaccine to prevent VL has been a long-
term task for many studies, and there is an urgent need to find new immunity markers so that
vaccine candidates may be effectively tested in mammalian models [40]. However, a limited
number of antigens has showed immunogenicity and effective protection against Leishmania
infection, as well as in distinct mammalian hosts [41-43]. Currently, it is possible to scan
entire genomes searching for candidates and to select them to be tested as vaccines [44], and
with the advent of reverse vaccinology, a significant effort has been made to provide predictor
programs of new molecules with distinct biotechnological applications [45,46]. However, the
bottleneck in this workflow analysis is the validation of predictions for protozoan parasites
[47-49].

As a consequence, we tried to evaluate our protein candidate in a human model, by
using PBMCs collected from both healthy subjects and VL patients. We have observed that,
in both conditions, rSMP-3 was immunogenic in the stimulated human cells, thus
demonstrating its feasibility to be used to immunize humans and to protect them against
Leishmania infection. The defective cell immunity occurs in human VL with the inability of
patient PBMCs to proliferate and/or produce Thl cytokines, in turn contributing to the
development of the disease [50]. Conversely, when these cells are collected from healthy
people living in endemic areas of VL and stimulated in vitro by parasite antigens, a significant

IFN-y production is found, partly explaining their protection against infection [15]. In our
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study, rSMP-3 induced a Thl response in PBMCs collected from both healthy subjects and
VL patients, thus showing its potential immunogenic role.

An important aspect for vaccine development against leishmaniasis has also been
based on the pre-clinical model used in the initial screening of the candidates. Although
infection in hamsters using infected sand flies is considered to be more appropriate when
studying molecules to be applied as human vaccines, this infection model usually requires
sophisticated laboratory conditions and trained staff, which are not widely available,
hampering its use as a first step for testing vaccine efficacy against disease [51]. On the other
hand, BALB/c mice infected with L. donovani or L. infantum promastigotes is one of the most
widely studied mammalian models for VL, and is therefore naturally selected over other
models for this purpose [52-54]. A recent study reported that the subcutaneous route of L.
infantum inoculation in these animals, when compared to the challenge using an intravenous
route, can induce a similar infection development and parasite load in different organs of the
animals [55]. In this context, the subcutaneous route was selected in the present study to
evaluate the efficacy of our immunogen against L. infantum infection. Other studies have also
shown protection through vaccination using intradermal and/or subcutaneous routes, when
compared to those receiving an intravenous challenge [56,57]. Nevertheless, additional
studies are warranted in an attempt to extend the findings described here by rSMP-3/saponin
immunization to other infection models and experimental conditions.

To validate, in vivo, the immunogenicity and protective efficacy of this recombinant
molecule against Leishmania, we have immunized BALB/c mice and challenged them with L.
infantum. Resistant mice strains control parasite infection through the development of a Thl
immune response, marked by the production of inflammatory cytokines, such as IFN-y, in
response to IL-12 [50,58]. IFN-y activates the leishmanicidal mechanisms in the infected
phagocytes through the synthesis of inducible nitric oxide synthase (iNOS), which leads to the
production of toxic radicals to kill internalized amastigotes. On the other hand, susceptibility
has been associated with the development of a Th2 response, which is based on the
production of cytokines, such as IL-4 and IL-10, and which inhibit the Th1l response and
allow the disease to develop [59-61].

In the present study, a Thl immune profile, based on high levels of protein and
parasite-specific IFN-y, 1L-12, and GM-CSF, was found in rSMP-3/saponin-vaccinated mice,
and this immune response was maintained after challenge infection. These cytokines were
related to a high nitrite production, thus corroborating the antileishmanial mechanism induced

by immunization using SMP-3. In addition, a significant reduction in parasitism was observed
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in different evaluated organs of the infected and vaccinated animals, when compared to the
controls. In the vaccinated animals, not all parasites were eliminated. It is possible that a low
level of Leishmania may persist in cured mammalian hosts, such as mice, dogs, and humans,
allowing them to maintain the immune system continuously stimulated, in turn leading to an
immunological memory and protection against reinfection [62,63]. Together with the results
of immunogenicity from in vitro experiments using PBMCs, we propose that rSMP-3 should
be considered a promising antigen for the development of vaccines against VL. Further

studies are warranted.

4 Materials and Methods
4.1 Sequence retrieval, subcellular localization, and functional annotation

A total of 56 proteins were evaluated, where 37 decreased and 19 increased in their
expression content during in vitro cultivation. In addition, among these candidates, seven
were identified as hypothetical proteins [17]. To predict their subcellular localization and
functional annotation, an experimental strategy was employed as described [64]. Briefly,
FASTA sequences of the proteins were retrieved from the UniProt database
(http://www.uniprot.org/), and PSORTb 3.0 [65], PSLpred [66], CELLO [67], and WolfPsort
[68] servers were used to predict the subcellular localization of the molecules. SignalP 4.1
[69] was used to predict signal peptides in the protein sequence, whereas Secretome P [70]
was used to identify the involvement in the non-classical secretory pathway. TMHMM [71]
was used to predict a molecule as a membrane protein, whereas the protein functional domain
was predicted by SUPERFAMILY [72], CATH [73], SMART [74], and ProtoNet 6.0 [75]
servers. Receiver Operator Characteristics (ROC) curves were constructed to evaluate the
subcellular localization and to predict biological functions. Results were shown as sensitivity

(Se), specificity (Sp), accuracy (Ac), and area under the curve (AUC).

4.2 Virulence factors prediction

Screening to identify Leishmania virulence factors among the evaluated proteins was
performed by VICMpred [31] and Virulentpred [32] servers. Both programs are support
vector machine-based methods used to predict virulence targets, showing an accuracy of
70.8% and 81.8%, respectively. The methods use a 5-fold cross-validation technique to
evaluate different prediction strategies [76]. For this, FASTA sequences were uploaded to
both servers, and sequences were considered to be virulence factors when the algorithms

obtained a positive consensual result.
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4.3 Protein sequence comparison

The structural conservation between Leishmania and Homo sapien proteins was
performed using the HHpred program, which employs a pair wise comparison of hidden
Markov model profiles (HMMs) for remote protein homology detection by searching different
databases [77]. Structural conservation was mapped onto the sequence alignment by the
available Expresso options (http://tcoffee.crg.cat/), and the BLAST tool was used to search for
identity among the deposited sequences from non-redundant proteins [78]. Sequence

alignment was performed using the Clustal Omega program with default parameters [79].

4.4 Mapping linear MHC classes | and Il T-cell epitopes

The prediction of linear T-cell epitopes was performed using the NetMHC 4.0 [80]
and NetCTL 1.2 [81] servers for MHC class I-specific epitopes, while the Net MHCII server
was used to predict MCH class I1-specific epitopes [82]. For this, the FASTA sequence of the
proteins was uploaded to the servers, and the peptides that interacted with the highest number
of alleles were selected. Information about MHC alleles was retrieved from the doMHC
database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gv/mhc). Considering the sequence similarity among
the predicted epitopes, the IEDB epitope cluster analysis tool with a 70% level of identity was
employed [83]. Threshold values for positivity were selected by default parameters.

4.5 Blood samples, PBMCs culture and cytokine assay

This study was approved by Human Research Ethics Committee of the Federal
University of Minas Gerais (UFMG), logged under protocol number CAAE-
32343114.9.0000.5149. Peripheral blood samples (20 mL) were collected, using heparin,
from healthy subjects (n=10, 6 males and 4 females presenting ages ranging from 23 to 49
years) living in an endemic area of VL (Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil). These subjects
presented no clinical signs of disease and showed negative serological results when using
commercial test kits (Kalazar Detect™ Test, InBios® International, USA). Moreover, blood
samples were collected from VL patients (n=10, with 7 males and 3 females presenting ages
ranging from 26 to 53 years) before beginning treatment. These patients showed clinical signs
of disease and were diagnosed by the polymerase chain reaction (PCR) technique, targeting L.
infantum KDNA, as well as by positive serology. PBMCs were purified by density
centrifugation through Ficoll-Hypaque (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden).
For this, cells (107) were cultured in RPMI 1640 medium, together with 20% FBS, 2 mM L-
glutamine, 200 U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin, 50 uM 2-mercaptoethanol, 1 mM
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sodium pyruvate, and 1x non-essential amino acid. Next, the PBMCs were plated in 48-well
flat-bottomed tissue culture plates (Costar, Cambridge, MA, USA), and incubated in medium
(control) or stimulated with rSMP-3 or L. infantum SLA (5.0 and 25.0 pug/mL, respectively)
for 5 days at 37°C in 5% CO,. The supernatants were then collected, and the IFN-y and IL-10
levels were measured by capture ELISA (Human IFN-y and IL-10 ELISA Sets, BD
Biosciences, USA).

4.6 Parasites, mice, and preparation of the recombinant antigen

The current study was also approved by the Committee on the Ethical Handling of
Research  Animals of UFMG  (protocol number 333/2015). L. infantum
(MOM/BR/1970/BH46) was used. Parasites were grown at 24°C in Schneider's medium
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), which was added with 20% heat-inactivated fetal
bovine serum (FBS, Sigma-Aldrich) and 20 mM L-glutamine, pH 7.4. BALB/c mice (female,
8 weeks age) were maintained under specific pathogen-free conditions. The cloning,
expression, and purification of the rSMP-3 protein was performed as described elsewhere
[52]. After purification, the recombinant protein was passed on a polymyxin-agarose column
(Sigma-Aldrich) to remove the residual endotoxin content (less than 10 ng of
lipopolysaccharide per 1 mg of protein, measured by the Quantitative Chromogenic Limulus
Amebocyte Assay QCL-1000, Bio-Whittaker, USA).

4.7 Vaccination, infection, and cell response

For immunization, BALB/c mice (n=16 per group) were inoculated subcutaneously in
their left hind footpad with 10 pg of the rSMP-3 plus 10 ug saponin (Quillaja saponaria bark
saponin, Sigma-Aldrich, USA). Two doses were administered at 2-week intervals. Other
animals (n=16 per group) received saline or were immunized with saponin (10 pg). Thirty
days after the last immunization, mice (n=8 per group) were euthanized for the analysis of the
immune response elicited by vaccination. At the same time, the remaining animals were
infected subcutaneously in their right hind footpad with 10’ L. infantum stationary
promastigotes and were followed up for 60 days, at which time they were euthanized and their
spleens were collected for splenocyte cultures. Briefly, spleen cells (5 x 10° per mL) were
plated in 24-well plates and incubated in DMEM plus 20% FBS and 20 mM L-glutamine, pH
7.4, in the absence (medium) or presence of the rSMP-3 or SLA (5.0 or 20.0 ug/mL), for 48 h
at 37°C in 5% CO,. IFN-y, IL-4, IL-10, IL-12p70, and GM-CSF levels were measured in cell
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supernatants using commercial kits (BD OptEIA TM set mouse, Pharmingen®, San Diego,
CA, USA), while nitrite production was investigated by the Griess method. The participation
of the CD4" and CD8" T cells in the IFN-y secretion was evaluated in the rSMP-3/saponin
group, using monoclonal antibodies against these molecules [IL-12 (C17.8), CD4 (GK 1.5),
or CD8 (53-6.7), Pharmingen®], all in a concentration of 5 pg/mL, as described elsewhere
[84,85].

4.8 Humoral response

Antibody production was investigated before and after infection, during the same
period of the splenocyte cultures. For this, rSMP-3 and L. infantum SLA (0.5 and 1.0 pg per
well, respectively) were added to the plates for 16 h at 4°C. After blocking with phosphate
buffer saline (PBS 1x) plus 0.05% Tween 20 (PBS-T), individual serum samples were diluted
1:100 in PBS-T, and incubation was processed for 1 h at 37°C. After washing, the anti-mouse
IgG1 and 1gG2a horseradish-peroxidase conjugated antibodies (Sigma-Aldrich) were diluted
1:5,000 and 1:10,000, respectively, in PBS-T and added to the wells. A new incubation was
processed for 1 h at 37°C, at which time the plates were washed and reactions were developed
using H,0,, ortho-phenylenediamine, and citrate-phosphate buffer pH 5.0, for 30 min, in the
dark. Reaction interruption was performed using 2 N H,SO,4, and optical density (O.D.)
values were read in an ELISA microplate spectrophotometer (Molecular Devices, Spectra
Max Plus, Canada), at 492 nanometers. The ratios between 1gG2a and 1gG1 levels were
calculated as described elsewhere [84].

4.9 Evaluation of the parasite burden

Sixty days after infection, mice were euthanized and their liver, spleen, bone marrow
(BM), and paws’ draining lymph nodes (dLN) were collected for parasitological assays,
which were performed using a limiting-dilution technique [78]. Briefly, organs were
macerated and concentrated by centrifugation at 2,000 x g. The pellet was resuspended in 1
mL of Schneider’s medium together with 20% FBS. Next, 220 uL were plated onto 96-well
flat-bottom microtiter plates (Nunc, Nunclon®) and diluted in log-fold serial dilutions in
Schneider’s medium (10 to 10™*2 dilution). Results were expressed as the negative log of the
titer adjusted per milligram of organ, seven days after the beginning of the parasite culture at

24°C. Experiments were repeated twice and presented similar results.
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4.10 Statistical analysis

Results were entered to Microsoft Excel (version 10.0) spreadsheets and analyzed by
GraphPad Prism™ (version 6.0 for Windows). To evaluate the correlation between the fold
change in the protein expression content and scores obtained from the virulence factor
prediction, servers were transformed into a square root function (sqtr), while protein
expression was transformed to a common logarithm (Logip). Subsequently, transformed data
were placed in a linear regression plot and analyzed by Pearson’s correlation coefficient.
Statistical analysis of the in vitro stimulation of PBMCs and the vaccination experiments was
performed by using the one-way analysis of variance (ANOVA). Bonferroni’s post-test was
applied for comparisons between the experimental groups. The mean + standard deviation is

shown, and differences were considered significant when P < 0.05.

5 Conclusions

This computational strategy was based on the application of Bioinformatics, tools to
formulate a rational vaccine design to be in vivo tested against leishmaniasis. The results
showed that a small myristoylated protein (SMP-3) was in silico predicted and validated as
regards its use as a vaccine candidate against L. infantum infection. Since this protein is
conserved between different Leishmania species, it should be tested to protect against both
tegumentary and visceral leishmaniasis in other mammalian models, such as dogs and
humans, by using distinct immunization schedules, adjuvant systems, and/or administration

routes, in an attempt to reduce the number of cases of this neglected disease worldwide.

Acknowledgments

This work was supported by grants from Pré-Reitoria de Pesquisa da Universidade Federal de
Minas Gerais (Edital 02/2017), Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em
Nanobiofarmacéutica (INCT Nano-Biofar), FAPEMIG (CBB-APQ-00819-12 and CBB-APQ-
01778-2014), and CNPg (APQ-482976/2012-8, APQ-488237/2013-0, and APQ-
467640/2014-9). EAFC, ALT, and RAMA are grant recipients of CNPg. MACF is a grant
recipient of CAPES/FAPEMIG.

Author Contributions

EAFC, ALT, and MACF conceived and designed the experiments. MPO, VTM, TTOS, DPL,
FFR, BCSS, LEC, ASBP, DSD, PAFR, and MSS performed the experiments. EAFC, ALT,
MACF, and RAMA analyzed the data. ALT contributed reagents, materials, and analysis



64

tools. EAFC, ALT, and MACF wrote the paper. All authors read and approved the final

manuscript.

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

References

1.

4.

ALVAR, J.; VELEZ, I.D.; BERN, C.; HERRERO, M.; DESJEUX, P.; CANO, J.;
JANNIN, J.; de BOER, M. Leishmaniasis worldwide and global estimates of its
incidence. PLoS One, v. 7, n. 5, e 35671, 2012.

KAYE, P.; SCOTT, P. Leishmaniasis: complexity at the host-pathogen interface. Nat.
Rev. Microbiol., v. 9, p. 604-615, 2011. doi:10.1038/nrmicro2608.

JARVIS, J. N.; LOCKWOOD, D. N. Clinical aspects of visceral leishmaniasis in HIV
infection. Curr. Opin. Infect. Dis. v. 26, p. 1-9, 2013.
d0i:10.1097/QC0.0b013e32835¢c2198

AKHOUNDI, M.; DOWNING, T.; VOTYPKA, J.; KUHLS, K.; LUKES, J.; CANNET,
A.; RAVEL, C.; MARTY, P.; DELAUNAY, P.; KASBARI, M.; GRANOUILLAC, B.;
GRADONI, L.; SERENO, D. Leishmania infections: molecular targets and diagnosis.
Mol Aspects Med., v. 57, p. 1-29, 2017. doi:10.1016/j.mam.2016.11.012.

GARCEZ, L.M.; GOTO, H.; RAMOS, P.K.; BRIGIDO, M.D.C.; GOMES, P.A.F.;
SOUZA, R.A.; DE LUCA, P.M.; MENDONCA, S.C.; MUNIZ, J.A.P.C.; SHAW, J.J.
Leishmania (Leishmania) amazonensis-induced cutaneous leishmaniasis in the primate
Cebus apella: a model for vaccine trials. Int. J. Parasitol. v. 32, p. 1755-1764, 2002.
d0i:10.1016/S0020-7519(02)00138-8.

BARRAL, A.; PEDRAL-SAMPAIO, D.; GRIMALDI, G.; MOMEN, H.; MCMAHON-
PRATT, D.; RIBEIRO-DE-JESUS, A.; ALMEIDA, R.; BADARO, R.; BARRAL-
NETTO, M.; CARVALHO, E.M.; JOHNSON, W.D. Leishmaniasis in Bahia, Brazil:
evidence that Leishmania amazonensis produces a wide spectrum of clinical disease. Am.
J. Trop. Med. Hyg., v. 44, p. 536-546, 1991.

LAINSON, R.; SHAW, J.J. New World leishmaniasis. In: TOPLEY AND WILSON’S
Microbiology and Microbial Infections. 2010.

ELMAHALLAWY, E.K.; SAMPEDRO MARTINEZ, A.; RODRIGUEZ-GRANGER, J.:
HOYOS-MALLECOT, Y.; AGIL, A.; NAVARRO MARI, J.M.; GUTIERREZ
FERNANDEZ, J. Diagnosis of leishmaniasis. J. Infect. Dev. Ctries., v. 8, p. 961-972,
2014. doi:10.3855/jidc.4310.

LINDOSO, J.A.L.; COSTA, J.M.L.; QUEIROZ, I.T.; GOTO, H. Review of the current
treatments for leishmaniases. Res. Rep. Trop. Med., v. 3, p. 69-77, 2012.
d0i:10.2147/RRTM.S24764.

10. COSTA, C.H.N.; PETERS, N.C.; MARUYAMA, S.R.; BRITO, E.C.; SANTQOS,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28159546

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

65

I.K.F.D.M.; ALI, N.; BRODSKYN, C.; CAMPOS-NETO, A.; CARVALHO, E.M.;
CHANG, K.P.; FERNANDES, A.P.; FUJIWARA, R.; GAZZINELLI, R.; GOTO, H.;
GRIMALDI, G.; KAYE, P.; KEDZIERSKI, L.; KHAMESIPOUR, A.; MAIA, C,;
ROBERT MCMASTER, W.; MENDONCA, S.C.F.; NAKHASI, H.L.; PIAZZA, F;
QUINNELL, R.; REIS, A.B.; SANTOS-GOMES, G.; SHAW, J.; VALENZUELA, J.;
WALDEN, P.; WERNECK, G. Vaccines for the leishmaniases: proposals for a research
agenda. PLoS Negl. Trop. Dis., 2011, 5, doi:10.1371/journal.pntd.0000943.

KEDZIERSKI, L. Leishmaniasis. Hum. Vaccin. v. 7, p. 1204-1214, 2011.
doi:10.4161/hv.7.11.17752.

KUMAR, R.; ENGWERDA, C. Vaccines to prevent leishmaniasis. Clin. Transl.
Immunol., v. 3, €13, 2014. doi:10.1038/cti.2014.4.

GANNAVARAM, S.; BHATTACHARYA, P.; ISMAIL, N.; KAUL, A.; SINGH, R;
NAKHASI, H.L. Modulation of innate immune mechanisms to enhance Leishmania
vaccine-induced immunity: role of coinhibitory molecules. Front. Immunol., v. 7, p. 1-10,
2016. doi:10.3389/fimmu.2016.00187.

WHITE, A.C.; CASTES, M.; GARCIA, L.; TRUJILLO, D.; ZAMBRANGO, L.
Leishmania chagasi antigens recognized in cured visceral leishmaniasis and
asymptomatic infection. Am. J. Trop. Med. Hyg., v. 46, p. 123-131, 1992.

KUMAR, R.; NYLEN, S. Immunobiology of visceral leishmaniasis. Front. Inmunol., v.
3, 2012.

DOYTCHINOVA, LLA.; TAYLOR, P.; FLOWER, D.R. Proteomics in vaccinology and
immunobiology: an informatics perspective of the immunone. J. Biomed. Biotechnol., v.
2003, n. 5, p. 267-290, 2003. d0i:10.1155/S1110724303209232.

MAGALHAES, R.D.M.; DUARTE, M.C.; MATTOS, E.C.; MARTINS, V.T.; LAGE,
P.S.; CHAVEZ-FUMAGALLI, M.A.; LAGE, D.P.; MENEZES-SOUZA, D.; REGIS,
W.C.B.; MANSO-ALVES, M.J.; SOTO, M.; TAVARES, C.A.P.; NAGEN, R.AP,;
COELHO, E.AF. Identification of differentially expressed proteins from Leishmania
amazonensis associated with the loss of virulence of the parasites. PLoS Negl. Trop. Dis.,
v. 8, 2014. doi:10.1371/journal.pntd.0002764.

RAPPUOLI, R. Twenty-first century vaccines. Philos. Trans. R. Soc. B Biol. Sci. 2011,
366, 2756-2758, doi:10.1098/rsth.2011.0075.

ANGELUCCI, F.; MIELE, A.E.; ARDINI, M.; BOUMIS, G.; SACCOCCIA, F.;
BELLELLI, A. Typical 2-Cys peroxiredoxins in human parasites: several physiological
roles for a potential chemotherapy target. Mol. Biochem. Parasitol., v. 206, p. 2-12, 2016.
doi:10.1016/j.molbiopara.2016.03.005.

FONSECA-PIRES, S.; FIALHO, L.C.; SILVA, S.O.; MELO, M.N.; SOUZA, C.C,;
TAFURI, W.L.; BRUNA-ROMERO, O.; ANDRADE, H.M. Identification of virulence
factors in Leishmania infantum strains by a proteomic approach. J. Proteome Res., v. 13,
p. 1860-1872, 2014. doi:10.1021/pr400923g.



21.

22.

23.

24,

25.

26

27

28.

29.

30

31.

66

KUMARI, S.; SAMANT, M.; MISRA, P.; KHARE, P.; SISODIA, B.; SHASANY, AK,;
DUBE, A. Thl-stimulatory polyproteins of soluble Leishmania donovani promastigotes
ranging from 89.9 to 97.1 kDa offers long-lasting protection against experimental visceral
leishmaniasis. Vaccine, v. 26, p. 5700-5711, 2008. doi:10.1016/j.vaccine.2008.08.021.

TEIXEIRA, P.C.; VELASQUEZ, L.G.; LEPIQUE, A.P.; REZENDE, E.; BONATTO,
J.M.C.; BARCINSKI, M. A.; CUNHA-NETO, E.; STOLF, B.S. Regulation of
Leishmania (L.) amazonensis protein expression by host T cell dependent responses:
differential expression of oligopeptidase B, tryparedoxin peroxidase and HSP70 isoforms
in amastigotes isolated from BALB/c and BALB/c nude mice. PLoS Negl. Trop. Dis., v.
9, e0003411, 2015. doi:10.1371/journal.pntd.0003411.

GRIMM, F.; BRUN, R.; JENNI, L. Promastigote infectivity in Leishmania infantum.
Parasitol. Res. 1991, 77, 185-191, doi:10.1007/BF00930856.

SEGOVIA, M.; ARTERO, J.M.; MELLADO, E.; CHANCE, M.L. Effects of long-term
in vitro cultivation on the virulence of cloned lines of Leishmania major promastigotes.
Ann. Trop. Med. Parasitol., v. 86, p. 347-354, 1992.

MOREIRA, D.; SANTAREM, N.; LOUREIRO, I.; TAVARES, J.; SILVA, A.M,;
AMORIM, A.M.; OUAISSI, A.; CORDEIRO-DA-SILVA, A.; SILVESTRE, R. Impact
of continuous axenic cultivation in Leishmania infantum virulence. PLoS Negl. Trop.
Dis., v. 6, 2012. doi:10.1371/journal.pntd.00014609.

. CHANG, K. P.; REED, S. G.; MCGWIRE, B. S.; SOONG, L. Leishmania model for
microbial virulence: The relevance of parasite multiplication and pathoantigenicity. Acta
Trop., v. 85, p. 375-390, 2003. doi:10.1016/S0001-706X(02)00238-3.

. ALMEIDA-SILVA, M.; PEREIRA, B. A.; RIBEIRO-GUIMARAES, M.; ALVES, C.
Proteinases as virulence factors in Leishmania spp. infection in mammals. Parasit.
Vectors, v. 5, p. 160, 2012. doi:10.1186/1756-3305-5-160.

GUPTA, A.; KAPIL, R.; DHAKAN, D. B.; SHARMA, V. K. MP3: A software tool for
the prediction of pathogenic proteins in genomic and metagenomic data. PLoS One., v. 9,
2014. doi:10.1371/journal.pone.0093907.

UNDERWOOD, A. P.; MULDER, A.; GHARBIA, S.; GREEN, J. Virulence Searcher: A
tool for searching raw genome sequences from bacterial genomes for putative virulence
factors. Clin. Microbiol. Infect, v. 11, p. 770-772, 2005. d0i:10.1111/j.1469-
0691.2005.01210. x.

. TSAI, C. T.; HUANG, W. L.; HO, S. J,; SHU, L. S.; HO, S. Y. Virulent-GO: Prediction
of virulent proteins in bacterial pathogens utilizing gene ontology terms. Int. J. Biol. Life
Sci., v. 5, p. 159-166, 2009.

SAHA, S.; RAGHAVA, G.P.S. VICMpred: An SVM-based method for the prediction of
functional proteins of gram-negative bacteria using amino acid patterns and composition.
Genomics. Proteomics Bioinformatics, v. 4, p. 42-47, 2006. doi:10.1016/S1672-
0229(06)60015-6.



32

33

34

35

36

37

38

39.

40.

41.

42.

67

. GARG, A.; GUPTA, D. VirulentPred: a SVM based prediction method for virulent
proteins in bacterial pathogens. BMC Bioinformatics, v. 9, p. 62, 2008.
d0i:10.1186/1471-2105-9-62.

. MARTIN, D.D.O.; BEAUCHAMP, E.; BERTHIAUME, L.G. Post-translational
myristoylation: Fat matters in cellular life and death. Biochimie, v. 93, p. 18-31, 2011.
doi:10.1016/j.biochi.2010.10.018.

. MILLS, E.; PRICE, H.P.; JOHNER, A.; EMERSON, J.E.; SMITH, D.F. Kinetoplastid
PPEF phosphatases: dual acylated proteins expressed in the endomembrane system of
Leishmania. Mol. Biochem. Parasitol., v. 152, p. 22-34, 2007.
doi:10.1016/j.molbiopara.2006.11.008.

. WRIGHT, M. H.; PAAPE, D.; STORCK, E. M.; SERWA, R. A.; SMITH, D. F.; TATE,
E. W. Global analysis of protein N-myristoylation and exploration of N-
myristoyltransferase as a drug target in the neglected human pathogen Leishmania
donovani. Chem. Biol., v. 22, p. 342-354, 2015. doi:10.1016/j.chembiol.2015.01.003.

. TULL, D.; NADERER, T.; SPURCK, T.; MERTENS, H.D.T.; HENG, J.; MCFADDEN,
G.l.; GOOLEY, P.R.; MCCONVILLE, M.J. Membrane protein SMP-1 is required for
normal flagellum function in Leishmania. J. Cell Sci., v. 123, p. 544-554, 2010.
d0i:10.1242/jcs.059097.

. UDENWOBELE, D.I.; SU, R.C.; GOOD, S.V.; BALL, T.B.; SHRIVASTAYV,
V.S.; SHRIVASTAYV, A. Myristoylation: an important protein modification in the
immune response. Front Immunol., v. 8, p. 751, 2017. doi: 10.3389/fimmu.2017.00751.
eCollection 2017.

. WRIGHT, M. H.; HEAL, W. P.; MANN, D. J.; TATE, E. W. Protein myristoylation in
health and disease. J. Chem. Biol., v. 3, p. 19-35, 2010. doi:10.1007/s12154-009-0032-8.

MUTISO, J.M.; MACHARIA, J.C.; KIIO, M.N.; ICHAGICHU, J.M.; RIKOI, H.;
GICHERU, M.M. Development of Leishmania vaccines: predicting the future from past
and present experience. J. Biomed. Res., v. 27, p. 85-102, 2013.
doi:10.7555/JBR.27.20120064.

FALEIRO, R.J.; KUMAR, R.; HAFNER, L.M.; ENGWERDA, C.R. Immune regulation
during chronic visceral leishmaniasis. PLoS Negl. Trop. Dis., v. 8, 2014.
doi:10.1371/journal.pntd.0002914.

COELHO, E.A.F.; TAVARES, C.A.P.; CARVALHO, F.A.A.; CHAVES, K.F,;
TEIXEIRA, K.N.; RODRIGUES, R.C.; CHAREST, H.; MATLASHEWSKI, G.;
GAZZINELLI, R.T.; FERNANDES, A.P. Immune responses induced by the Leishmania
(Leishmania) donovani A2 antigen, but not by the LACK antigen, are protective against
experimental Leishmania (Leishmania) amazonensis infection. Infect. Immun., v. 71, p.
3988-3994, 2003. doi:10.1128/1A1.71.7.3988-3994.2003.

FERNANDES, A.P.; COSTA, M.M.S.; COELHO, E.A.F.; MICHALICK, M.S.M,;
FREITAS, E.; MELO, M. N.; TAFURI, W.L.; RESENDE, D.D.M.; HERMONT, V_;
ABRANTES, C.D.F.; GAZZINELLI, R.T. Protective immunity against challenge with


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Udenwobele%20DI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28713376
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Su%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28713376
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Good%20SV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28713376
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ball%20TB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28713376
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Varma%20Shrivastav%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28713376
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Varma%20Shrivastav%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28713376
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shrivastav%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28713376
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Udenwobele

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51

52

68

Leishmania (Leishmania) chagasi in beagle dogs vaccinated with recombinant A2
protein. Vaccine, v. 26, p. 5888-5895, 2008. doi:10.1016/j.vaccine.2008.05.095.

GRIMALDI, G.; TEVA, A.; PORROZZI, R.; PINTO, M.A.; MARCHEVSKY, R.S,;
ROCHA, M.G.L.; DUTRA, M.S.; BRUNA-ROMERO, O.; FERNANDES, AP ;
GAZZINELLI, R.T. Clinical and parasitological protection in a Leishmania infantum-
macaque model vaccinated with adenovirus and the recombinant A2 antigen. PLoS Negl.
Trop. Dis., v. 8, 2014. doi:10.1371/journal.pntd.0002853.

HERRERA-NAJERA, C.: PINA-AGUILAR, R.; XACUR-GARCIA, F.; RAMIREZ-
SIERRA, M.J.; DUMONTEIL, E. Mining the Leishmania genome for novel antigens and
vaccine candidates. Proteomics, v. 9, p. 1293-1301, 2009. doi:10.1002/pmic.200800533.

RESENDE, D.M.; REZENDE, A.M.; OLIVEIRA, N.J.; BATISTA, I.C.; CORREA-
OLIVEIRA, R.; REIS, A. B.; RUIZ, J.C. An assessment on epitope prediction methods
for protozoa genomes. BMC Bioinformatics, v. 13, p. 309, 2012. doi:10.1186/1471-2105-
13-3009.

GILLESPIE, P.M.; BEAUMIER, C.M.; STRYCH, U.; HAYWARD, T.; HOTEZ, P.J.;
BOTTAZZI, M.E. Status of vaccine research and development of vaccines for
leishmaniasis. Vaccine, v. 34, p. 2992-2995, 2016. doi:10.1016/j.vaccine.2015.12.071.

REZENDE, A. M.; FOLADOR, E. L.; RESENDE, D. D. M.; RUIZ, J. C. Computational
prediction of protein-protein interactions in Leishmania predicted proteomes. PLoS One
2012, 7, doi:10.1371/journal.pone.0051304.

BRITO, R.; GUIMARAES, F.; VELLOSO, J.; CORREA-OLIVEIRA, R.; RUIZ, J.;
REIS, A.; RESENDE, D. Immunoinformatics features linked to Leishmania vaccine
development: data integration of experimental and in silico studies. Int. J. Mol. Sci., v.
18, p. 371, 2017. doi:10.3390/1IMS18020371.

FREITAS-SILVA, R.; FERREIRA, L.F.G.R.; HERNANDES, M.Z.; BRITO, M.E.F,;
OLIVEIRA, B.C,; SILVA, AA,; MELO-NETO, O.P.; REZENDE, A.M.; PEREIRA,
V.R.A. Combination of in silico methods in the search for potential CD4+ and CD8+ T
cell epitopes in the proteome of Leishmania braziliensis. Front. Immunol., v. 7, 2016.
d0i:10.3389/fimmu.2016.00327.

MANSUETO, P.; VITALE, G.; DI LORENZO, G.; RINI, G.B.; MANSUETO, S.;
CILLARI, E. Immunopathology of leishmaniasis: an update. Int. J. Immunopathol.
Pharmacol., v. 20, p. 435-445, 2007.

. GOMES, R.; TEIXEIRA, C.; TEIXEIRA, M.J.; OLIVEIRA, F.; MENEZES, M.J,;
SILVA, C.; OLIVEIRA, C.I.; MIRANDA, J.C.; ELNAIEM, D.E.; KAMHAWI, S;
VALENZUELA, J.G.; BRODSKYN, C.I. Immunity to a salivary protein of a sand fly
vector protects against the fatal outcome of visceral leishmaniasis in a hamster model.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, v. 105, p. 7845-7850, 2008. d0i:10.1073/pnas.0712153105.

. COELHO, E.AF.; TAVARES, C.AP.; CARVALHO, F.A.A.; CHAVES, K.F.;
TEIXEIRA, K.N.; RODRIGUES, R.C.; CHAREST, H.; MATLASHEWSK]I, G.;
GAZZINELLI, R.T.; FERNANDES, A.P. Immune responses induced by the Leishmania



53.

54.

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

69

(Leishmania) donovani A2 antigen, but not by the LACK antigen, are protective against
experimental Leishmania (Leishmania) amazonensis infection. Infect. Immun., v. 71, p.
3988-3994, 2003. doi:10.1128/1A1.71.7.3988-3994.2003.

CARRION, J.; NIETO, A.; IBORRA, S.; INIESTA, V.; SOTO, M.; FOLGUEIRA, C.;
ABANADES, D.R.; REQUENA, J.M.; ALONSO, C. Immunohistological features of
visceral leishmaniasis in BALB/c mice. Parasite Immunol., v. 28, p. 173-183, 2006.

THAKUR, A.; KAUR, H.; KAUR, S. Evaluation of the immunoprophylactic potential of
a killed vaccine candidate in combination with different adjuvants against murine visceral
leishmaniasis. Parasitol Int., v. 64, p. 70-78, 2015. doi: 10.1016/j.parint.2014.10.003.

OLIVEIRA, D.M.; VALADARES, D.G.; DUARTE, M.C.; COSTA, L.E.; MARTINS,
V.T.; GOMES, R.F.; MELO, M.N.; SOTO, M.; TAVARES, C.A.P.; COELHO, E.A.F.
Evaluation of parasitological and immunological parameters of Leishmania chagasi
infection in BALB/c mice using different doses and routes of inoculation of parasites.
Parasitol. Res. v. 10, p. 1277-1285, 2012. doi:10.1007/s00436-011-2628-5.

AHMED, S.; COLMENARES, M.; SOONG, L.; GOLDSMITH-PESTANA, K;
MUNSTERMANN, L.; MOLINA, R.; MCMAHON-PRATT, D. Intradermal infection
model for pathogenesis and vaccine studies of murine visceral leishmaniasis. Infect.
Immun., v. 71, p. 401-410, 2003.

MIZBANI, A.; TAHERI, T.; ZAHEDIFARD, F.; TASLIMI, Y.; AZIZI, H.;
AZADMANESH, K.; PAPADOPOULOU, B.; RAFATI, S. Recombinant Leishmania
tarentolae expressing the A2 virulence gene as a novel candidate vaccine against visceral
leishmaniasis. Vaccine, v. 28, p. 53-62, 2009. doi:10.1016/j.vaccine.2009.09.114.

PAUL, J.; KARMAKAR, S.; DE, T. TLR-mediated distinct IFN-y/IL-10 pattern induces
protective immunity against murine visceral leishmaniasis. Eur. J. Immunol., v. 42, p.
2087-2099, 2012. doi:10.1002/eji.201242428.

MURPHY, M.L.; WILLE, U.; VILLEGAS, E.N.; HUNTER, C.A.; FARRELL, J.P. IL-
10 mediates susceptibility to Leishmania donovani infection. Eur. J. Immunol., v. 31, p.
2848-2856, 2001. doi:10.1002/1521-4141(2001010)31:10<2848:AID-IMMU2848>3.0.C
0;2-T.

MURRAY, HW.; LU, C. M.; MAUZE, S.; FREEMAN, S.; MOREIRA, A.L;
KAPLAN, G.; COFFMAN, R. L. Interleukin-10 (IL-10) in experimental visceral
leishmaniasis and IL-10 receptor blockade as immunotherapy. Infect. Immun., v. 70, p.
6284-6293, 2002. doi:10.1128/1A1.70.11.6284-6293.2002.

PADIGEL, U.M.; ALEXANDER, J.; FARRELL, J.P.; PADIGEL, U.M.; ALEXANDER,
J.; FARRELL, J.P. The role of interleukin-10 in susceptibility of BALB/c mice to
infection with Leishmania mexicana and Leishmania amazonensis. J. Immunol., v. 171,
p. 3705-3710, 2003. doi:10.4049/jimmunol.171.7.3705.

SINGH, O. P.; HASKER, E.; SACKS, D.; BOELAERT, M.; SUNDAR, S.
Asymptomatic Leishmania infection: a new challenge for Leishmania control. Clin.
Infect. Dis., v. 58, p. 1424-1429, 2014. doi:10.1093/cid/ciu102.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25316605
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25316605
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25316605

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

70

TOPNO, R.K.; DAS, V.N.R.; RANJAN, A.; PANDEY, K.; SINGH, D.; KUMAR, N.;
SIDDIQUI, N.A.; SINGH, V.P.; KESARI, S.; KUMAR, N.; BIMAL, S.; KUMAR, A.J,;
MEENA, C.; KUMAR, R.; DAS, P. Asymptomatic infection with visceral leishmaniasis
in a disease-endemic area in Bihar, India. Am. J. Trop. Med. Hyg., v. 83, p. 502-506,
2010. doi:10.4269/ajtmh.2010.09-0345.

CHAVEZ-FUMAGALLI, M.A.; SCHNEIDER, M.S.; LAGE, D.P.; MACHADO-DE-
AVILA, R.A.; COELHO, E.AF. An insilico functional annotation and screening of
potential drug targets derived from Leishmania spp. hypothetical proteins identified by
immunoproteomics. Exp. Parasitol., v. 176, p. 66-74, 2017.
doi:10.1016/j.exppara.2017.03.005.

YU, N.Y.; WAGNER, J.R.; LAIRD, M.R.; MELLI, G.; REY, S.; LO, R.; DAO, P,
CENK-SAHINALP, S.; ESTER, M.; FOSTER, L.J.; BRINKMAN, F.S.L. PSORTb 3.0:
improved protein subcellular localization prediction with refined localization
subcategories and predictive capabilities for all prokaryotes. Bioinformatics, v. 26, p.
1608-1615, 2012. doi:10.1093/bioinformatics/btq249.

BHASIN, M.; GARG, A.; RAGHAVA, G.P.S. PSLpred: Prediction of subcellular
localization of bacterial proteins. Bioinformatics, v. 21, p. 25222524, 2005.
doi:10.1093/bioinformatics/bti309.

YU, C.-S.; LIN, C.-J.; HWANG, J.-K. Predicting subcellular localization of proteins for
Gram-negative bacteria by support vector machines based on n-peptide compositions.
Protein Sci. v. 13, p. 1402-1406, 2004. doi:10.1110/ps.03479604.

HORTON, P.; PARK, K.J.; OBAYASHI, T.; FUJITA, N.; HARADA, H.; ADAMS-
COLLIER, C.J.; NAKAI, K. WoLF PSORT: Protein localization predictor. Nucleic Acids
Res. v. 35, p. 585-587, 2007. doi:10.1093/nar/gkm259.

PETERSEN, T.N.; BRUNAK, S.; VON HEIIJNE, G.; NIELSEN, H. SignalP 4.0:
discriminating signal peptides from transmembrane regions. Nat. Methods,v. 8, p.
785786, 2011. doi:10.1038/nmeth.1701.

BENDTSEN, J.D.; JENSEN, L.J.; BLOM, N.; VON HEIJNE, G.; BRUNAK, S. Feature-
based prediction of non-classical and leaderless protein secretion. Protein Eng. Des. Sel.,
v. 17, p. 349-356, 2004. doi:10.1093/protein/gzh037.

KROGH, A.; LARSSON, B.; VON HEIJNE, G.; SONNHAMMER, E.L. Predicting
transmembrane protein topology with a hidden Markov model: application to complete
genomes. J Mol Biol, v. 305, p. 567-580, 2001. doi:10.1006/jmbi.2000.4315.

WILSON, D.; PETHICA, R.; ZHOU, Y.; TALBOT, C.; VOGEL, C.; MADERA, M;
CHOTHIA, C.; GOUGH, J. SUPERFAMILY - Sophisticated comparative genomics,
data mining, visualization and phylogeny. Nucleic Acids Res.v. 37, p.380-386, 20-09.
doi:10.1093/nar/gkn762.

SILLITOE, I.; LEWIS, T.E.; CUFF, A.; DAS, S.; ASHFORD, P.; DAWSON, N.L.;
FURNHAM, N.; LASKOWSKI, R.A.; LEE, D.; LEES, J.G.; LEHTINEN, S.; STUDER,
R.A.; THORNTON, J.; ORENGO, C.A. CATH: Comprehensive structural and functional



74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

71

annotations for genome sequences. Nucleic Acids Res.v. 43, p. D376-D381, 2015.
doi:10.1093/nar/gku947.

LEE, AY.; LEE, C.S.; VAN GELDER, R.N.; COMIN, M.; LEONI, A.; SCHIMD, M.;
LINDNER, M.; RENARD, B.; BENSON, D.; KARSCH-MIZRACHlI, I.; LIPMAN, D.;
OSTELL, J.; RAPP, B.; WHEELER, D.; ALTSCHUL, S.; MADDEN, T.; SCHAFFER,
A.; ZHANG, J.; ZHANG, Z.; MILLER, W.; WOOD, D.; SALZBERG, S.;
LANGMEAD, B.; TRAPNELL, C.; POP, M.; SALZBERG, S.; LI, H.; DURBIN, R.; LI,
R.; ZHU, H.; RUAN, J.; QIAN, W.; FANG, X.; SHI, Z.; HUSON, D.; MITRA, S.; LIU,
B.; GIBBONS, T.; GHODSI, M.; TREANGEN, T.; POP, M.; ROSEN, G.; ESSINGER,
S.; ROSEN, G.; GARBARINE, E.; CASEIRO, D.; POLIKAR, R.; SOKHANSANJ, B.;
DING, X.; CHENG, F.; CAOQ, C.; SUN, X.; CUI, H.; ZHANG, X.; BRADY, A,;
SALZBERG, S.; VINH, L.; LANG, T.; BINH, L.; HOAI, T.; DITZLER, G.; POLIKAR,
R.; ROSEN, G.; RASHEED, Z.; RANGWALA, H.; OUNIT, R.; WANAMAKER, S;
CLOSE, T.; LONARDI, S.; AMES, S.; HYSOM, D.; GARDNER, S.; LLOYD, G;
GOKHALE, M.; ALLEN, J.; DEAN, J.; GHEMAWAT, S.; DEAN, J.; GHEMAWAT,
S.; TAYLOR, R.; SCHUMACHER, A.; PIREDDU, L.; NIEMENMAA, M.; KALLIO,
A.; KORPELAINEN, E.; ZANETTI, G.; ZOU, Q.; LI, X.-B.; JIANG, W.-R.; LIN, Z.-Y;
LI, G.-L.; CHEN, K.; HUNG, C.-L.; CHEN, W.-P.; HUA, G.-J.; ZHENG, H.; TSAI, S.-
J.:LIN, Y.-L.; CATTELL, R.; PADHY, R.; PATRA, M.; MAGOC, T.; SALZBERG, S.;
PETERSON, J.; GARGES, S.; GIOVANNI, M.; MCINNES, P.; WANG, L.; MACK, C.;
WALL, D.; KUDTARKAR, P.; FUSARO, V.; PIVOVAROV, R.; PATIL, P.;
TONELLATO, P. Scalable metagenomics alignment research tool (SMART): a scalable,
rapid, and complete search heuristic for the classification of metagenomic sequences
from complex sequence populations. BMC Bioinformatics, v. 17, p. 292, 2016.
d0i:10.1186/s12859-016-1159-6.

RAPPOPORT, N.; KARSENTY, S.; STERN, A.; LINIAL, N.; LINIAL, M. ProtoNet
6.0: Organizing 10 million protein sequences in a compact hierarchical family tree.
Nucleic Acids Res, v. 40, p. 313-320, 2012. doi:10.1093/nar/gkr1027.

ZHENG, L.-L.; LI, Y.-X.; DING, J.; GUO, X.-K.; FENG, K.-Y.; WANG, Y.-J.; HU, L.-
L.; CAl, Y.-D.; HAO, P.; CHOU, K.-C. A comparison of computational methods for
identifying virulence factors. PLoS One, v. 12, e42517, 2007.
doi:10.1371/journal.pone.0042517.

SODING, J.; BIEGERT, A.; LUPAS, A.N. The HHpred interactive server for protein
homology detection and structure prediction. Nucleic Acids Res., v. 33, p. 244-248, 2005.
doi:10.1093/nar/gki408.

ALTSCHUL, S.F.; GISH, W.; MILLER, W.; MYERS, E.W.; LIPMAN, D.J. Basic local
alignment search tool. J. Mol. Biol., v. 215, p. 403-410, 1990.

SIEVERS, F.; WILM, A.; DINEEN, D.; GIBSON, T.J.; KARPLUS, K.; LI, W.; LOPEZ,
R.; MC WILLIAM, H.; REMMERT, M.; SODING, J.; THOMPSON, J.D.; HIGGINS,
D.G. Fast, scalable generation of high-quality protein multiple sequence alignments using
Clustal Omega. Mol. Syst. Biol., v. 7, p. 539, 2011. doi:10.1038/msb.2011.75.

ANDREATTA, M.; NIELSEN, M. Gapped sequence alignment using artificial neural
networks: Application to the MHC class | system. Bioinformatics, v. 32, p. 511-517,



81.

82.

83.

84.

85.

72

2015. doi:10.1093/bioinformatics/btv639.

LARSEN, M.V.; LUNDEGAARD, C.; LAMBERTH, K.; BUUS, S.; LUND, O;
NIELSEN, M. Large-scale validation of methods for cytotoxic T-lymphocyte epitope
prediction. BMC Bioinformatics, v. 8, p. 424, 2007. doi:10.1186/1471-2105-8-424.

NIELSEN, M.; LUNDEGAARD, C.; LUND, O. Prediction of MHC class Il binding
affinity using SMM-align, a novel stabilization matrix alignment method. BMC
Bioinformatics, v. 8, p. 238, 2007. doi:10.1186/1471-2105-8-238.

FLERI, W.; PAUL, S.; DHANDA, S. K.; MAHAJAN, S.; Xu, X.; PETERS, B.; SETTE,
A. The immune epitope database and analysis resource in epitope discovery and synthetic
vaccine design. Front. Immunol, v. 8, p. 1-16, 2017. doi:10.3389/fimmu.2017.00278.

MARTINS, V.T.; CHAVEZ-FUMAGALLI, M.A.; LAGE, D.P.; DUARTE, M.C.;
GARDE, E.; COSTA, L.E.; SILVA, V.G.; OLIVEIRA, J.S.; MAGALHAES-SOARES,
D.F.; TEIXEIRA, S.M.R.; FERNANDES, A.P.; SOTO, M.; TAVARES, C.AP,;
COELHO, E.A.F. Antigenicity, immunogenicity and protective efficacy of three proteins
expressed in the promastigote and amastigote stages of Leishmania infantum against
visceral leishmaniasis. PLoS One, v. 10, e0137683, 2015.
doi:10.1371/journal.pone.0137683.

SANTOS, T.T.O.; MARTINS, V.T.; LAGE, D.P.; COSTA, L.E.; SALLES, B.C.S;
CARVALHO, A M.R.S,; DIAS, D.S.; RIBEIRO, P.A.F.; CHAVEZ-FUMAGALLLI,
M.A.; MACHADO-DE-AVILA, R.A.;; ROATT, B.M.; MAGALHAES-SOARES, D.F.;
MENEZES-SOUZA, D.; COELHO, E.A.F.; DUARTE, M.C. Probing the efficacy of a
heterologous Leishmania/L. Viannia braziliensis recombinant enolase as a candidate
vaccine to restrict the development of L. infantum in BALB/c mice. Acta Trop. v. 171, p.
8-16, 2017. doi:10.1016/j.actatropica.2017.03.008.



73

6 CONCLUSAO

Com base na analise dos dados apresentados no artigo denotando a acao bioldgica da
proteina SMP-3 nas leishmanioses, pode-se concluir que a mesma se coloca como um
candidato vacinal para a protecdo contra a leishmaniose visceral e se apresenta como um

possivel produto para ser aplicado na prevenc¢do contra a doenca humana.



74

7 PERSPECTIVAS

a) Avaliar o potencial imunogénico e o grau de protecdo induzido pela proteina SMP-3
contra diferentes espécies de Leishmania sp;

b) avaliar a proteina SMP-3 no sorodiagnostico da leishmaniose visceral e tegumentar
canina e humana por meio da técnica de ELISA.
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ANEXO B — APROVACAO PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA ANIMAL
(CEUA) DA UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Senhor{aj Professor{a) EDUARDO ANTONIO FERRAZ COELHO,

Apos andlise de sua solicitagdo de avaliagio do projeto IDENTIFICACAO DE PROTEINAS DE VIRULENCIA EM LEISHMANIA
AMAZONENSIS POR IMUNOPROTEOMICA COM APLICAGAO EM VACINAS PARA AS LEISHMANIOSES, submetido a esta comissdo
pelo protcolo 82 / 2012, a CEUA decidiu aprovar a sua solicitagao.

Justificativa: Aprovado na reunido do dia 25/04/2012.

Para acessar ao seu projeto dique no link:
http://wwnw.ufmg br/bicetica/cetea/ceua/
Belo Horizonte, 26/04/2012.

Atencicsamentzs.
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