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RESUMO

Leishmania (Viannia) braziliensis é o principal agente etiolégico da leishmaniose
tegumentar americana (LTA), que apresenta um amplo espectro de manifestagbes
clinicas, desde lesdes ulceradas na pele até o acometimento das mucosas nasal e oral,
conhecidas como leishmaniose mucosa ou mucocutanea. Além disso, essa espécie pode
causar lesdes atipicas como papulas, lesdes verrucosas e queloides, e placas crostosas
e ulceradas. Casos de leishmaniose tegumentar atipica ndo ulcerada causada por L.
braziliensis tém sido relatados em varias regides do mundo, incluindo a reserva indigena
Xacriaba em S&o Joao das Missbes/Minas Gerais, Brasil. A L. braziliensis é caracterizada
por variavel infectividade, viruléncia e resposta terapéutica e ndo ha consenso sobre os
fatores envolvidos nos casos de manifestacdes clinicas atipicas. No presente estudo,
proteinas que apresentam abundancia diferencial em duas cepas de L. braziliensis
isoladas de pacientes com lesbes atipicas (LbLA) em comparagdo com quatro cepas
isoladas de pacientes com lesdes tipicas (LbLT) foram identificadas usando uma
abordagem de protedmica quantitativa baseada em marcagao com “tags” de massa em
tandem (TMT) e espectrometria de massa (MS). Foram encontradas 532 (p<0,05)
proteinas diferencialmente abundantes nas cepas de lesdes atipicas em comparacao
com as cepas de lesdes tipicas. A analise de enriquecimento de ontologia génica (GO)
mostrou que as proteinas com aumento de abundancia estavam associadas as funcdes
moleculares envolvendo a atividade oxidorredutase e a processos biolégicos como o
processo biossintético de composto de nitrogénio celular e o processo metabdlico
peptidico. As proteinas com diminui¢ao de abundancia estavam associadas a atividades
de proteina serina/treonina quinase e a processos bioldgicos como a via de fixagao de
carbono em procariontes e a degradacgao da valina, leucina e isoleucina. A regulacao
positiva de proteinas antioxidantes presentes na via da glutationa foi confirmada de forma
indireta por meio do teste de atividade peroxidase uma vez que o consumo de peroxido
de hidrogénio no grupo LbLA foi 3,01 vezes maior do que no grupo LbLT (p<0,001). Além
de proteinas associadas a maior atividade peroxidase (triparedoxina peroxidase e
metionina sulféxido redutase-like), as proteinas reguladas positivamente em cepas
causadoras de lesdes atipicas incluiram aquelas que podem conferir maior sobrevivéncia
dentro de macrdéfagos (tripanotiona redutase), proteinas que influenciam os estagios
iniciais da infeccao do hospedeiro mamifero (inibidores da serina protease -ISP) e
proteinas relacionadas a resisténcia ao antimbnio (triparedoxina peroxidase). Nossos
achados contribuem para a caracterizacdo dessas cepas intrigantes de L. braziliensis e
fornecem uma nova perspectiva sobre casos de leishmaniose tegumentar atipica que tém
sido associados a falhas terapéuticas.

Palavras-chave: Leishmaniose tegumentar atipica, Protedmica, abundancia, TMT,
Resisténcia, antiménio.



ABSTRACT

Leishmania (Viannia) braziliensis is the main etiologic agent of American cutaneous
leishmaniasis, which presents various of clinical manifestations, from typical skin lesions
to involvement of the nasal and oral mucous, known as mucocutaneous leishmaniasis. In
addition, this species can cause atypical lesions such as papules, verrucous and keloid
lesions, and crusty and ulcerated plaques. Cases of non-ulcerated atypical cutaneous
leishmaniasis caused by L. braziliensis have been reported in various regions of the world,
including the Xacriaba indigenous reserve in Sdo Jodo das Missbes/Minas Gerais, Brazil.
L. braziliensis is characterized by variable infectivity, virulence, and therapeutic response,
and there is no consensus on the factors involved in cases of atypical clinical
manifestations. In the present study, proteins that show differential abundance in two
strains of L. braziliensis isolated from patients with atypical lesions (LbAL) compared to
four strains isolated from patients with typical lesions (LbTL) were identified using a
quantitative proteomic approach based on tandem mass tag (TMT) labeling and mass
spectrometry (MS). A total of 532 (p<0.05) differentially abundant proteins were found in
strains with atypical lesions compared to strains with typical lesions. Gene ontology (GO)
enrichment analysis showed that the upregulated proteins were associated with molecular
functions involving oxidoreductase activity and biological processes such as cellular
nitrogen compound biosynthetic process and peptide metabolic process. Downregulated
proteins were associated with serine/threonine protein kinase activities and biological
processes such as carbon fixation in prokaryotes and valine, leucine, and isoleucine
degradation. The positive regulation of antioxidant proteins present in the glutathione
pathway was confirmed by the peroxidase activity test, since hydrogen peroxide
consumption in the LbAL group was 3.01 times higher than in the LbTL group (p<0.001).
In addition to proteins associated with higher peroxidase activity (tryparedoxin
peroxidase), methionine sulfoxide reductase-like) upregulated proteins in strains causing
atypical lesions included those that may confer greater survival within macrophages
(trypanothione reductase), proteins that influence the early stages of mammalian host
infection (ISP), and proteins related to antimony resistance (tryparedoxin peroxidase). Our
findings contribute to the characterization of these intriguing strains of L. braziliensis and
provide a new perspective on cases of atypical cutaneous leishmaniasis that have been
associated with therapeutic failures.

Keywords: atypical cutaneous leishmaniasis, proteome, abundance, TMT, antimony
resistance.
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1 INTRODUGAO

1.1 Leishmania e Leishmanioses

As leishmanioses sdao um grupo de doengas infecciosas causadas por protozoarios
parasitos do género Leishmania (ROSS, 1903), que s&o transmitidos a diversos
mamiferos incluindo o homem, pela picada de flebotomineos, principalmente dos géneros
Phlebotomus e Lutzomyia. Elas séo consideradas doengas tropicais negligenciadas,
afetando principalmente a populacdo mais pobre do planeta, estando associada a
desnutricdo, deslocamento populacional, moradia precaria e pessoas imunossuprimidas.
Sao amplamente difundidas nas regides tropicais e subtropicais do globo, sendo
endémicas em 98 paises e territérios distribuidos na Europa, Africa, Asia e Américas
(ALVAR et al., 2012). Mais recentemente segundo os relatérios disponibilizados pela
Organizagao Mundial da Saude (OMS), em 2018 havia 92 paises ou territérios que foram
considerados endémicos ou ja haviam relatado casos de uma das formas das
Leishmanioses, sendo que atualmente mais de 1 bilhdo de pessoas vivem em areas
endémicas para essas doencas e correm risco de serem infectadas. Anualmente, estima-
se que ocorram mais de 1 milhdo de novos casos de leishmanioses no mundo (WHO,
2023).

Cerca de 31 espécies de Leishmania estao distribuidas mundialmente e sdo conhecidas
por parasitar grande diversidade de mamiferos, tais como roedores, canideos,
procionideos, ungulados primitivos, marsupiais, edentados e primatas. Destas espécies,
cerca de 20 sao transmitidas ao homem (AKHOUNDI et al., 2016). As espécies se
diferenciam por diversos aspectos, o que levou a subdivisao de subgéneros. O subgénero
Leishmania (Leishmania) inclui espécies que ocorrem principalmente o Velho Mundo e
que tem por caracteristica se desenvolverem no intestino médio anterior do inseto
(desenvolvimento Suprapilaria). Em contrapartida o subgénero Leishmania (Viannia)
reune os parasitos que ocorrem principalmente o Novo Mundo e que apresentam
desenvolvimento no intestino médio posterior do vetor (desenvolvimento peripilaria)
(LAINSON & SHAW 1987). Recentemente, foi proposto um novo subgénero, Leishmania
(Mundinia), que abriga espécies previamente classificadas no “complexo de L. enriettii”.

Assim como nos primeiros subgéneros, Leishmania (Mundinia) inclui espécies
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causadoras das leishmanioses em humanos e outros vertebrados (ESPINOSA et al.,
2016).

Os vetores da leishmaniose sdo dipteros da familia Psychodidae, hematofagos
pertencentes aos géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo), com
vasta distribuicdo nos climas quentes e temperados. Somente as fémeas séao
hematofagas e realizam repastos sanguineos por telmofagia. Sdo dipteros de atividade
crepuscular e pds-crepuscular, abrigando-se durante o dia em lugares umidos, sombrios
e bem protegidos dos ventos. Sdo encontrados em tocas de animais silvestres, buracos
de pau, ocos de bambu. Aproximadamente 800 espécies de flebotomineos foram
descritas até o momento sendo aproximadamente 464 espécies encontradas no Novo
Mundo e 375 no Velho Mundo (AKHOUNDI et al., 2016). Em apenas 30 espécies foram

demonstradas evidéncias convincentes de capacidade vetorial (BATES, 2007).

O ciclo de transmissao da leishmaniose ocorre quando as fémeas de flebotomineo ao
realizar o repasto sanguineo em um animal infectado ingere formas amastigotas
internalizadas por células do sistema mononuclear fagocitario (SMF) presentes na massa
formada pela sua picada telmofagica. No trato intestinal do inseto, as amastigotas
envoltas pela matriz peritréfica se diferenciam em promastigotas que se ancoram via
flagelo as microvilosidades do epitélio intestinal evitando a expulsdo durante a liberagao
do bolo fecal. As promastigotas pré-ciclicas se convertem em promastigotas metaciclicas,
a forma infectante, por um processo denominado metaciclogénese. Nesse processo a
Leishmania passa por varios estagios nao infecciosos sendo: promastigotas pro-ciclicas,
nectomonas, leptomonas, haptomonas e, quando ocorrer uma alimentagéo sanguinea
nao infectante, as promastigotas metaciclicas podem se desdiferenciar gerando as
formas retrolepdomonadas (SERAFIM et al., 2018). Coletivamente, essas formas
bloqueiam o intestino anterior do vetor modificando o seu comportamento alimentar. As
promastigotas secretam o PSG (gel secretado por promastigotas), que faz com que o
flebotomineo regurgite os parasitos nos hospedeiros vertebrados durante a alimentagao
sanguinea (BATES, 2007). Nestes hospedeiros, as formas méveis sao fagocitadas pelas
células do SMF e internalizadas em vacuolos parasitéforos que tem por objetivo a
destruicdo do parasito. Entretanto, mecanismos capazes de superar a agao microbicida
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destas células favorecem a instalagcédo da Leishmania no organismo do vertebrado e ela
se diferencia na forma amastigota. Eventualmente, a carga parasitaria aumenta,
rompendo fisicamente os macrofagos infectados do hospedeiro e entregando as
amastigotas extracelulares ao tecido circundante, onde s&o englobados por macrofagos
nao infectados. Os parasitos e macréfagos infectados podem disseminar na pele e
orgaos viscerais (MCGWIRE & SATOSKAR, 2014, BATES, 2007).

As caracteristicas clinicas de uma infecgao por Leishmania nos seres humanos incluem
uma ampla gama de manifestagdes com diferentes graus de gravidade que dependem
de diversos fatores como caracteristicas do parasito, biologia do vetor e fatores do
hospedeiro, com destaque para a resposta imune. As principais formas clinicas incluem
a leishmaniose visceral (LV) e a leishmaniose tegumentar (LT). Esta ultima se apresenta,
principalmente, nas formas cuténea (LC), cutanea difusa (LCD) e mucocutanea (LMC),
embora a infecgdo permaneca assintomatica em muitos casos (ANDRADE-NARVAEZ et
al., 2016).

A Leishmaniose visceral é a forma sistémica mais grave que geralmente é fatal se nao
for tratada. A doenca é causada por L. donovani na Asia e na Africa e por L. infantum na
Bacia do Mediterraneo, Oriente Médio, Asia Central, América do Sul e América Central.
Apenas sete paises, incluindo Bangladesh, india, Nepal, Sud&o do Sul, Sudao, Etiépia e
Brasil, concentram mais de 90% dos casos de Leishmaniose. No Brasil, a Leishmaniose
€ considerada uma doenca emergente e reemergente, com ampla distribuigdo
geografica, devido a mudangas ambientais, migragdo humana e urbanizagao, conforme
relatado por DESJEUX em 2001. O cado doméstico (Canis familiaris) € o principal
reservatoério da L. infantum e, portanto, a principal fonte de infecgdo para humanos em
areas urbanas, (GRAMICCIA & GRADONI, 2005). Esses animais sofrem com um alto
nivel de parasitismo cutaneo e visceral, 0 que aumenta a probabilidade de infec¢do dos
vetores (REIS et al. 2006). A enzootia canina é frequentemente registrada antes dos
casos humanos e a doenga animal € mais prevalente do que a humana. (GAVGANI et
al., 2002).

Clinicamente pode a leishmaniose visceral pode apresentar-se de forma assintomatica

(subclinica), aguda, subaguda ou crénica, apos periodos de incubagao bastante variaveis
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(semanas a meses - DESJEUX, 1996). Nesta forma clinica, a proliferacdo de parasitos
em macréfagos no figado e bago da origem a hepatoesplenomegalia progressiva e o
parasitismo em macréfagos que se encontram na medula éssea leva a sua supressao. A
supressao da medula 6ssea € uma condigdo em que a producdo de células sanguineas
€ reduzida ou interrompida neste 6rgéo. Isso pode levar a uma pancitopenia resultando
em anemia. Outros sinais clinicos incluem a febre irregular persistente e perda de peso.
A menos que sejam tratados, os pacientes com LV acabardo sucumbindo a doenga.
(MCGWIRE & SATOSKAR, 2014).

A forma tegumentar por outro lado, se manifesta pelo aparecimento de lesdes Unicas ou
multiplas ao longo da epiderme, afetando ou ndo as mucosas. Essa forma é causada por
varias espécies como Leishmania (Leishmania) major e Leishmania (Leishmania) tropica
no Velho Mundo e Leishmania (Leishmania) mexicana, Leishmania (Leishmania)
amazonensis, Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia) panamensis e
Leishmania (Viannia) braziliensis em varias regides da América central e do Sul. ALC é
a forma menos grave da doenga e se apresenta como lesdes ulcerativas ou nodulares
singulares no local ou proximo ao local da picada do inseto. Estas lesbes sdo geralmente
encontradas em areas descobertas do corpo, como rosto, antebragos e pernas, e
evoluem ao longo de semanas a meses. Na forma cutanea difusa (LCD), lesdes
nodulares de tamanho variavel surgem em varios locais frequentemente, distantes do
local de exposicao do inseto. A LCM se trata de lesbes que ocorrem na mucosa do nariz,
boca oro e nasofaringe e palpebras podendo surgir devido a extensdo ou metastase do
parasito de uma doenga cutanea local para o tecido mucocutaneo. Muitas vezes se trata
de uma infeccao terrivelmente desfigurante que pode afetar a funcédo respiratéria e
dificultar a nutricdo (MCGWIRE & SATOSKAR, 2014).

A suspeita clinica de qualquer uma das formas de leishmaniose precisa ser confirmada
uma vez que os sinais clinicos podem ser confundidos com outras doencgas infecciosas.
O diagndstico classico é através da observacao microscoépica do estagio amastigota do
parasito em espécimes de tecidos ou culturas. Os aspirados esplénicos sao considerados
o padrao-ouro, para diagnostico de LV, entretanto, o procedimento apresenta risco de
hemorragia em um a cada 1.000 procedimentos (SUNDAR & RAI, 2002). Varios ensaios
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sorologicos estdo disponiveis, incluindoteste de aglutinagdo direta, ELISA,
imunofluorescéncia e Western Blot. Essas técnicas de detecgcdo de anticorpos
compartiiham uma alta sensibilidade para doenga visceral aguda, mas nao sao
estritamente especificas para esse estagio da doencga. Portanto, os resultados
sorolégicos devem ser interpretados no contexto da historia clinica. (BURZA et al., 2018).
Em relacéo a forma tegumentar da doenga atualmente, ndo existe um teste de referéncia
unico, mas a observacdo de amastigotas em uma amostra clinica estabelece o
diagndstico, seja por esfregacgo direto de aspirado por agulha, esfregago de pele, bidpsia
ou material cultivado (BURZA et al., 2018).

Os tratamentos atuais para as leishmanioses incluem quimioterapia com antimoniais e
Anfotericina B (AmB). A AmB controla as infecgdes por Leishmania por meio da auto-
oxidagdo do composto, levando a produgéo de radicais livres e ainda pela ligagao as
moléculas de ergosterol presentes na membrana dos parasitos, o que causa
despolarizacdo da membrana e subsequente influxo de ions culminando na morte do
parasito (KUMARI et al., 2022). O mecanismo de ag¢ao do antiménio, por sua vez ainda
nao esta claro. Entretanto, varios processos parecem estar envolvidos. Primeiramente
acredita-se que a forma leishmanicida é o antiménio trivalente (Sblll), o que torna a
bioconversao do SbV em Sblll pelo hospedeiro ou pelo parasito um evento chave de
ativacdo. Uma das principais hipoteses do mecanismo de agao € que o antiménio
interfere na via glicolitica do parasito, afetando drasticamente o metabolismo da glicose,
a beta-oxidacéo de acidos graxos e a formagéo de ATP (AIT-OUDHIA et al., 2011). Além
disso, testes in vitro apontaram algumas proteinas como potenciais alvos tais como a
topoisomerase e tripanotiona redutase que sao proteinas necessarias para remover o
estresse torsional do DNA e estresse oxidativo respectivamente. O composto Sblll
diminui a capacidade intracelular de tamponamento de tiol de Leishmania promovendo a
inibicdo da tripanotiona redutase (TR) e, assim, impedindo a sintese de tripanotiona um
composto antioxidante encontrado em altas concentracbes nos parasitos e que é
necessario para manter o equilibrio redox, protegendo-os dos danos causados pelos
radicais livres (AIT-OUDHIA et al., 2011). No entanto, ha limitagbes associadas ao uso
desses medicamentos, tais como alto custo, toxicidade elevada, efeitos adversos, tempo

prolongado de tratamento e resisténcia adquirida pelos parasitos. Essas limitagdes
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podem levar os pacientes a desistir ou interromper o uso desses medicamentos, tornando

necessario buscar novos compostos e abordagens para superar esses problemas.

A resisténcia aos medicamentos € o principal obstaculo para o esquema terapéutico
atual. O antimbnio tem sido utilizado a mais de 70 anos para o tratamento das
leishmanioses e ao longo dos anos os parasitos parecem estar desenvolvendo
mecanismos de resisténcia. Tais mecanismos incluem a prevencao da ativacdo de
compostos, diminuicdo da absor¢cdo no parasito e aumento do efluxo de compostos
devido ao papel da glicoproteina P e da proteina relacionada a resisténcia a multiplas
drogas (MDR) na resisténcia a drogas. Além disso, os parasitos podem elevar a produgao
de tidis, que podem inativar as drogas antes que elas cheguem a TR. O tiol é produzido
a partir de uma molécula precursora chamada Glutationa, que € encontrada em altas
concentracdes nas células dos parasitas. A molécula de tiol aumenta o estresse oxidativo
dentro do macréfago impedindo a redugdo dos antimoniais pentavalentes a forma
trivalente. Portanto, niveis aumentados de tiol intracelular estdo associados com alta
resisténcia antimonial (MOHAPATRA, 2014; TASLIMI et al., 2018). Encontrar solug¢des
terapéuticas antileishmania adequadas tem sido um grande desafio para os sistemas de

saude no ambito global.

ApOs a cura da infecgdo primaria, individuos tornam-se resistentes as infecgdes futuras
na maioria dos casos, 0 que sugere a possibilidade do desenvolvimento de uma vacina
contra a Leishmaniose. Estudos mostram que o uso de uma vacina seria mais vantajoso
em termos de custo-beneficio do que o desenvolvimento de novos medicamentos, mas
atualmente ndo ha nenhuma vacina global licenciada para uso em humanos (MOKNI
2019). O controle das leishmanioses, portanto, envolve medidas de prevengao e controle
do vetor, o diagnostico precoce, tratamento adequado dos casos diagnosticados bem
como a reducdo do contato homem-vetor. O uso de inseticidas em domicilios e areas
peridomiciliares, reducao de criadouros, eliminagao de residuos sdlidos e vegetagao em
torno das casas, uso de repelentes e barreiras fisicas, como telas em portas e janelas
sdo algumas das principais medidas de controle recomendadas pela OMS. E importante
ressaltar que as estratégias de controle devem ser especificas, conforme a situagao

epidemioldgica de cada local.
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1.2 Leishmania braziliensis e Leishmaniose Tegumentar Atipica

Leishmania (Viannia) braziliensis € uma importante espécie frequentemente associada a
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). Esta espécie apresenta distribuicdo em
varios paises da América Central e do Sul, incluindo todo o territério nacional sendo a
espécie predominante nas regides do Brasil onde a LTA é endémica (BASANO &
CAMARGO, 2004).

O ciclo de transmisséo de L. (V.) braziliensis é zoonoético, envolvendo mamiferos
silvestres em florestas virgens como descrito por Lainson et al., (1994). Pouco se sabe
sobre seus hospedeiros silvestres, porém existem relatos de parasitos semelhantes em
roedores dos géneros Akodon sp., Proechimys sp., Rattus sp., Oryzomys sp. e
Rhipidomys sp. € no marsupial Didelphis sp. Alteragbes na ecoepidemiologia da LTA
induzidas pelo ser humano nos ultimos anos vem favorecendo o surgimento de novas
situagdes epidemioldgicas. Essas modificagdes levaram ao aparecimento de transmissao
peridoméstica da L. braziliensis, com a invasao do peri e intradomicilio por espécies
vetoras silvestres (GRIMALDI JR. & TESH, 1993). Além disso, a adaptagao do principal
vetor, Lutzomyia intermedia, aos ambientes peridomiciliar e domiciliar tem sido
observada, assim como a presenca de humanos, caes e outros animais infectados. Na
transmissao peridoméstica, apresentam-se como hospedeiros: cavalos, caes, jumentos
e até gatos (LAINSON, 2010). L. braziliensis é considerada a mais importante causadora
de LTA no Brasil por ser a espécie mais frequentemente encontrada parasitando o

homem e pela sua ampla distribuicdo no territorio brasileiro.

Uma das caracteristicas de L. braziliensis € a sua capacidade de causar um amplo
espectro de manifestagdes clinicas (LAINSON & SHAW, 1998). Lesbes associadas a
forma cutanea da leishmaniose tegumentar (LT) podem ser caracterizadas como
pequenas papulas e nodulos eritematosos (Unicos ou multiplos), geralmente localizados
no local de inoculagcéo do parasito. Com o tempo, essa lesdo pode evoluir para ulceras
regulares com bordas endurecidas e elevadas e fundos de granulagao cruzada com ou
sem exsudato seropurulento (MAGALHAES et al., 1986; REITHINGER et al., 2007;
ADRIANO et al., 2013; MEIRELES et al., 2017).
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A Leishmania braziliensis causa ainda manifestagdes clinicas que caracterizam a
leishmaniose mucosa (LM) ou Leishmaniose mucocutanea (LMC). A LM esta associada
a lesdes capazes de destruir parcial ou totalmente as mucosas do nariz, boca e garganta,
cavidades e tecidos circundantes. A razdo pela qual os pacientes desenvolvem
envolvimento da mucosa nao € totalmente clara. Entretanto, atualmente é aceito que a
leishmaniose clinicamente evidente depende de fatores que envolvem o parasito,
resisténcia do hospedeiro e nivel de resposta imunoldgica. A progresséo da doenga no
homem, das lesbes cutaneas para as do nariz, parece dar-se através do sistema linfatico,
vasos sanguineos (metastases) e raramente por contato direto entre a mucosa e a leséo
cutanea. A LM que tem por caracteristica a laténcia e a cronicidade, & particularmente
importante na América do Sul e é causada principalmente por L. braziliensis, embora L.
amazonensis também tenha sido associada (COSTA et al.,, 1986, OLIVEIRA &
BRODSKYN 2012). Geralmente, 2-5% dos casos de LT nos quais a infecgao primaria
(LC) cicatriza posteriormente desenvolvem LM (MARSDEN, 1990, LESSA et al., 2007),
podendo ocorrer meses ou mesmo anos apos a cura de uma LC. Entretanto o parasito
pode ser encontrado na mucosa nasal sem evidéncias de lesdo primaria, ou em casos
recentes de LC (RAMIREZ & GUEVARA, 1997). Lesées provocadas pela L. braziliensis
podem ser desfigurantes e, dependendo da gravidade e da area afetada, comprometem
o trato digestivo e respiratorio severamente. Além disso, elas podem acarretar problemas
no ambito social e psicologico em seus portadores devido a atitudes preconceituosas em

relacao as lesoes.

Em relagdo ao genoma de L. braziliensis, O protozoario possui tem grande parte do seu
material genético semelhante a outras espécies do mesmo género, mas apresenta cerca
de 47 genes que sao especificos desta espécie, o que indica uma certa divergéncia em
relacdo as demais (PEACOCK et al., 2009). No entanto, apesar das semelhancgas
mencionadas, as espécies do subgénero Leishmania Viannia possuem diferentes formas
de controlar a expressao génica, e somente o L. braziliensis apresenta sinais de possuir

a maquinaria de RNAi e elementos de DNA transponiveis (SMITH et al., 2008).

Outra caracteristica relevante de L. braziliensis € a sua capacidade de causar formas
distintas de leishmaniose tegumentar em humanos e animais (MEIRELES et al., 2017,
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OLIVEIRA et al., 2013; BRILHANTE et al., 2019). Trata-se de leishmaniose tegumentar
atipica que abrange casos em que as lesdes provocadas tém aspectos incomuns e que
nao se enquadram em qualquer uma das formas clinicas bem caracterizadas da doenca.
Essas lesdes apresentam alteragdes histologicas produzindo diferentes manifestagoes
clinicas como papulas, lesdes verrucosas e queloides além de placas crostosas e
ulceradas (BAPTISTA et al., 2009; GUIMARAES et al., 2009, QUARESMA et al., 2018 —
Figura 1).

Figura 1: Exemplos de lesées tipicas (A) e atipicas (B—F) de pacientes com LTA. (A) Lesdes
tipicas: Ulceras circulares ou ovais com eritematosa, infiltrada, firme, base avermelhada e
granular e borda elevada bem delimitada. (B a F). Diferentes tipos de lesbes atipicas: B — placa,
C- papulas, D — verrucosas, E — crostosas e F — placas ulceradas. Fonte: Quaresma et al. 2018.

Existem relatos de lesdes atipicas de leishmaniose tegumentar em todo o0 mundo sendo
provocada por varias espécies de Leishmania (MEIRELES et al., 2017). Os autores
referiram-se as lesdes atipicas como do tipo esporotricéide, erisipeldide, recidiva cutis ou
zosteriforme (IFTIKHAR et al., 2003; KARINCAOGLU et al., 2004; CALVOPINA et al.,
2005; OMIDIAN & MAPAR, 2006). Um grande impacto da ocorréncia das lesbes atipicas
é o fato de que elas podem mimetizar muitas outras doencas. Essas lesbes podem
assemelhar-se a varias afecgbes da pele, tais como: blastomicose, esporotricose,
diversas infecgdes fungicas da pele, antraz cutadneo, eczema, hanseniase virchowiana,
tuberculose, infecgdes por Mycobacterium marinum, carcinomas basocelulares e
espinocelulares (CEC) e picadas de insetos (AKILOV et al., 2007, BARI & RAHMAN,
2008, CEYHAN et al., 2008, DASSONI et al., 2013, de BRITO et al., 2012). A semelhanga
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com essas doencas pode confundir os profissionais da saude, resultando em atrasos no
diagnodstico, submetendo os pacientes a tratamentos desnecessarios, além de contribuir

com a piora dos quadros clinicos (MEIRELES et al., 2017).

Iftikhar e colaboradores (2003) descreveram um caso de leishmaniose apresentando
duas lesdes atipicas raras (paroniquio e panaricio) ocorrendo concomitantemente com
lesbes esporotricoides disseminadas. Neste relato, uma mulher residente e natural do
Paquistdo apresentou inicialmente lesdes papulares na falange distal do dedo médio na
regiao palmar (paroniquio) e ao longo das pregas das unhas (panaricio) que
caracterizavam uma infecgdo bacteriana aguda. Primeiramente ela recebeu um
tratamento com uma série de antibiéticos de amplo espectro aos quais ela nao
apresentou resposta. Dois meses apds a infeccdo inicial, ela também desenvolveu um
total de 11 lesdes nodulares multiplas estendendo-se sobre o braco direito. Bidpsias
coradas com Giemsa revelaram amastigotas provavelmente de L. tropica e apds o
tratamento com antimoniato de meglumina (glucantime) na dose de 20 mg/kg/dia por 20
dias, as lesdes da falange apresentaram cicatrizagdo completa. No entanto, as lesbes
esporotricoides do brago n&do curaram completamente necessitando de crioterapia

quinzenalmente até diminuir de tamanho por completo (IFTIKHAR et al., 2003).

Outro caso atipico também foi relatado por Karincaoglu e colaboradores (2004) ocorrido
na peninsula anatoliana, regidao da Turquia. Uma mulher de 60 anos apresentou uma
placa eritematosa, endurecida, levemente escamosa, medindo 10 cm x 5 cm, em forma
de borboleta com bordas bem definidas em ambas as bochechas. Os autores definiram
esse tipo de lesdo como erisipeloide devido a sua semelhanga com a infecgao bacteriana
aguda, causada pelo Erysipelothrix rhusiopathiae. Depois de um tratamento com
antibidticos topicos e sistémicos sem sucesso, um exame em esfregacgos retirados da
lesdo, revelaram a presenca de amastigotas de Leishmania, a espécie nao foi
identificada. Apenas apos o tratamento com antimoniato de meglumina sistémico na dose

de 10 mg/kg/dia, por 20 dias a lesao foi controlada.

Um estudo realizado no Equador descreveu trés formas clinicas incomuns de LTA
identificadas em criangas equatorianas (CALVOPINA et al., 2005). O primeiro caso se

trata de leséo erisipeldide e caracterizado por placa eritematosa e endurecida encontrada
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na face de um menino de 5 anos. O segundo caso se refere a lesdo do tipo “recidiva
cutis” e é diferenciada por papulas marrom-avermelhadas de progressao lenta ao redor
de grandes cicatrizes de lesdes em uma menina de 6 anos. Por ultimo, um caso de
leishmaniose disseminada que é caracterizado por dezenas de Uulceras cutaneas
distribuidas por todo o corpo de uma menina de 1 ano de idade. Parasitos do género
Leishmania foram obtidos por aspirado de lesdo e analisados pela técnica de eletroforese
enzimatica multilocus (MLEE, sigla do inglés Multilocus enzyme electrophoresis). Todos
os trés isolados foram identificados como Leishmania (Viannia) panamensis e o
tratamento com antimoniato de meglumina (10 mg/kg/dia por 15 dias) resultou em cura

clinica de todos os trés pacientes.

Outra lesdo incomum, a zosteriforme, foi relatada. Este termo trata-se de erupcdes
cutdaneas que surgem seguindo um padrao linear ou em faixa (em inglés: “zoster’)
geralmente na regido dorsal do corpo. Este caso ocorreu na provincia de Khozestan, no
sul do Ira, onde foram observadas lesbées com o padrao multidermatomal nas costas e
nadegas de um homem de 60 anos. Um esfregacgo da lesdao mostrou formas amastigotas
de L. donovani. Essa infecgao apresentou resisténcia ao tratamento convencional, mas
respondeu bem a uma combinagéo de antimoniato de meglumina, alopurinol e crioterapia
(OMIDIAN & MAPAR, 2006).

No Brasil, onde a doencga € provocada na maioria das vezes pela L. braziliensis, o tipo de
lesao atipica mais evidente relatado na literatura € o tipo vesicular (ADRIANO et al., 2013,
NEITZKE-ABREU et al., 2014, NICODEMO et al.,, 2012) conforme levantamento

realizado por Meireles e colaboradores (2017).

Nao se sabe ao certo as causas do aparecimento das lesdes atipicas, embora alguns
autores tenham descrito algumas possiveis razdes. O estado imunoldgico do hospedeiro
afetado por gravidez, comorbidades, imunossupressao (IFTIKHAR et al., 2003; OMIDIAN
& MAPAR, 2006), fatores ambientais envolvendo os vetores e hospedeiros silvestres e
cepa do parasito (GUIMARAES et al., 2016) sdo causas comumente associadas a LT
atipica. Entretanto, a maioria dos pacientes ndo apresenta comorbidades clinicas ou
infeccao por HIV e nao fazem uso de drogas imunossupressoras (DA-CRUZ et al., 1999).

Além disso, L. braziliensis € caracterizada por variavel infecciosidade, viruléncia e
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resposta a terapéutica antileishmania (REGO et al., 2018; PATINO et al., 2019a).
Portanto, ndo ha consenso sobre os fatores envolvidos nos casos de LTA atipicas,
embora esses dados paregcam sugerir que os fatores parasitarios podem ser mais

determinantes.

No Brasil, casos de LTA atipica foram relatados nos estados da Bahia (GUIMARAES et
al. 2009, GUIMARAES et al. 2016), Minas Gerais (QUARESMA et al., 2018), Rio de
Janeiro (SILVA et al., 2014) e Ceara (ADRIANO et al., 2013). Guimaraes e colaboradores
(2009) analisaram a presenca de manifestagdes clinicas atipicas de LTA em todos os
pacientes atendidos no Posto de Saude de Corte da Pedra no estado da Bahia. Dos 1.396
pacientes diagnosticados com LTA, 1,9% dos pacientes apresentaram manifestagbes
atipicas da doenca. Esses pacientes apresentavam lesdes do tipo exofiticas, sem bordas
claras e algumas vezes crostosas. O isolamento do parasito foi realizado em amostras
de alguns dos pacientes e em todas elas os parasitos foram identificados como L.
braziliensis. Outro fato importante € que dos dezenove pacientes, treze apresentaram
falha no tratamento com antiménio e as lesdes cicatrizaram somente apds tratamento
com AmB, introduzida apods falha de trés ou mais cursos de antiménio. Este fato indica
uma preocupagao acerca da melhor escolha de tratamento para casos de LT atipica
(GUIMARAES et al. 2009).

Posteriormente, em um novo estudo foi mostrado que cepas de L. braziliensis isoladas
de pacientes com lesdes atipicas também apresentaram caracteristicas genéticas nao
comumente identificadas entre cepas de L. braziliensis de pacientes com sintomatologia
classica. Os genotipos em um locus de 600 pares de bases no cromossomo 28
(CHR28/425451) da L. braziliensis foram comparados entre os dois grupos. A analise
comparativa indicou que as substituicdes de citosina-adenina nas posi¢cdes 254 e 321
foram altamente associadas as lesdes atipicas. Além disso, em relagcao a resposta imune,
foi observado que pacientes com lesdes atipicas produziram niveis inferiores de INF-y e
TNF e niveis mais elevados de IL-10 e IL-17 em comparacao aos pacientes com lesdes
tipicas. Foi possivel concluir que as diferengas nos conteudos antigénicos entre os
parasitos podem ser em parte responsaveis pela variagao nas respostas de citocinas e
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possivelmente pela diferengca imunopatoldgica entre LTA classica e LTA atipica
(GUIMARAES et al., 2016).

Da-Silva e colaboradores (2014) relataram um caso de uma paciente com LT atipica no
estado do Rio de Janeiro. A paciente apresentava co-infecgdo com HIV elesdes de
erupcoes cutdneas descamativas difusas, podendo ser erroneamente interpretadas
como reagbes adversas aos medicamentos anti-retrovirais. A paciente também
apresentou lesbes na mucosa nasal, tecido em que foi confirmado por bidpsia que se
tratava de infeccao por Leishmania braziliensis. O tratamento especifico foi realizado com

antimoniato N-metilglucamina resultando em melhora progressiva das lesdes.

Formas clinicas variadas de LTA também foram observadas no norte de Minas Gerais,
regido endémica de transmissédo de L. braziliensis em pacientes da reserva indigena
Xacriaba, localizada no municipio de Sdo Jodo das Missdes (REGO et al. 2018,
QUARESMA et al. 2018). A reserva € predominantemente composta por vegetagao de
cerrado brasileiro, e Lutzomyia intermedia € o principal vetor de L. braziliensis nesta
regidgo (REGO et al., 2018). Em pacientes de Xacriaba, a expressdo de
citocinas/quimiocinas em biopsias de pele esta associada a evolugdo temporal das
lesbes, mas nao ao tipo de lesdo. Além disso, a analise histopatologica de amostras de
tecido cutaneo nao mostrou diferengas entre os pacientes com lesdes atipicas e tipicas
(COSTA-SILVA et al., 2014).

No entanto, ainda que o genoma desses isolados ndo tenha sido sequenciado, estudos
de variabilidade genética apontam correlagcdo com manifestagdes clinicas tipicas e
atipicas. Quaresma e colaboradores (2018) avaliaram 87 pacientes com lesdes cuténeas
nesta regido. Destes pacientes, 69% apresentaram lesdes atipicas que foram definidas
pela presenca de lesbes cutaneas e classificadas como crostosas, lesdo vegetativa,
papulas, placas verrucosas e ulceradas provocadas por L. braziliensis. Outro achado
deste trabalho se refere a variabilidade genética entre as cepas dos isolados estudados.
Amostras de parasitos isolados de pacientes com manifestacbes clinicas tipicas e
atipicas foram analisadas por eletroforese de enzima multilocus, polimorfismo de
comprimento de fragmento de restricdo hsp70, sequenciamento hsp70 e métodos
filogenéticos. Por PCR-RFLP, foram observados dois perfis génicos, sendo que de 39
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amostras avaliadas, apenas duas apresentaram perfil de restricado correspondente a cepa
de referéncia de L. braziliensis e 37 apresentaram perfil de restricdo correspondente a
um padréo variante. Além disso, o dendrograma mostrou uma estrutura populacional
potencial do complexo L. braziliensis, evidenciando que a maioria das cepas isoladas de
pacientes com lesdes atipicas apresentava perfil genético variante (QUARESMA et al.,
2018).

Além de estarem associadas as variagdes genéticas do parasito, as manifestagdes
clinicas atipicas se relacionam com menor resposta ao tratamento com antimoniais.
Muitas falhas terapéuticas foram observadas em pacientes com lesdes atipicas na regiao
de Xacriabd, assim como foi relatado na regido da Bahia (GUIMARAES et al., 2009;
GUIMARAES et al.,, 2016). Um estudo in vitro de suscetibilidade a farmacos
antileishmania relatou que cepas de manifestacbes atipicas sdo mais resistentes ao
glucantime, o tratamento recomendado pela OMS. As formas promastigotas de L.
braziliensis isoladas de lesbes atipicas também apresentaram reducdo de 29% na
capacidade de infectar macréfagos derivados de mondcitos humanos quando
comparados com parasitos obtidos de pacientes com lesdes tipicas. Esses dados
indicam diferengas na infectividade e suscetibilidade a farmacos entre L. braziliensis
isolados de pacientes que apresentam diferentes tipos de lesées (RUGANI et al., 2018).
Nesse sentido, a caracterizacdo dessas cepas causadoras de lesdes atipicas é de

extrema importancia para o desfecho do tratamento utilizado na pratica clinica.

1.3 Prote6mica aplicada em Leishmania spp.

Desde procariotos até eucariotos, as proteinas sdo as moléculas responsaveis por
determinar os fendtipos celulares em todos os organismos por meio de suas fungdes e
interagbes complexas com outras moléculas celulares. Nesse sentido, varios estudos
examinaram transcritos para investigar a biologia de Leishmania e a relagao entre o
parasito e o hospedeiro (BUATES & MATLASHEWSKI, 2001; CHAUSSABEL et al., 2003;
RODRIGUEZ et al. 2004; PROBST et al., 2012). No entanto, os Trypanosomatideos

controlam a expressdo génica principalmente por meio de mecanismos pos-
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transcricionais (CLAYTON et al., 2002; PAAPE et al., 2011). Assim, em Leishmania, os
niveis de mMRNA nem sempre sao indicativos da abundancia de proteinas codificadas por
eles, ja que a regulagéo pods-transcricional pode afetar significativamente a abundéancia
proteica. Além disso, a analise de RNA nao fornece informagdes sobre outros processos
que afetam a funcao e atividade proteica, como interagdes proteina-proteina, transporte
e degradagao. Portanto, a proted6mica deve ser considerada uma ferramenta critica para
estudos que visem a uma melhor compreensao de Leishmania e sua interagdo com o
hospedeiro (VERAS & MENEZES, 2016).

O proteoma representa um conjunto de proteinas expressas pelo genoma, célula ou
tecido em um determinado momento e, além de ser bastante complexo, € dindmico e se
modifica sob diferentes condi¢des, podendo se distinguir em diferentes tecidos de um
unico organismo. A protedbmica por sua vez, consiste na analise global dos conjuntos de
proteinas e suas proteoformas presentes em uma amostra bioldgica, dispondo de
ferramentas tecnoldgicas que buscam identificar e quantificar as proteinas (WILKINS et
al.,1996).

Através da protedmica, que visa identificar a identidade, quantidade e fungdo das
proteinas, € possivel investigar o proteoma por meio de ferramentas tecnoldgicas
disponiveis. As metodologias empregadas podem ser classificadas nos tipos bottom-up
ou top-down. O termo bottom-up também chamado de shotgun inclui separagao por
cromatografia liquida dos peptideos obtidos apds digestdo enzimatica de solugbes
proteicas complexas, seguida de analise por espectrometria de massa (MS do inglés
“mass spectrometry”). O top-down, por outro lado, € um processo no qual as proteinas
intactas sao submetidas a analise por MS sem digestao enzimatica (BARBOSA et al.,
2012).

As diversas abordagens protedmicas foram desenvolvidas para analisar as misturas de
proteinas complexas com maior sensibilidade, como € o caso da protebmica baseada em
MS. A MS é uma técnica que pode ser aplicada em larga escala e usada para medir a
relagdo massa/carga (m/z), portanto, é util para determinar a massa molecular das
proteinas/peptideos e suas sequéncias. A analise por espectrometria de massa

compreende basicamente trés etapas. Primeiramente as moléculas sao ionizadas. Nesta
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etapa, as técnicas de ionizagdo por dessorgédo a laser assistida por matriz (em inglés,
MALDI) e por electrospray (ESI) permitem a ionizagdo de moléculas ndo volateis e de
alta massa molecular, como proteinas e peptideos, abrindo novos caminhos para a
protedmica (HORVATIC et al., 2016). Na segunda etapa ocorre a separacéo de ions com
base em valores de m/z na presenga de campos elétricos ou magnéticos. Finalmente, os
ions separados possuem seu valor m/z detectados (ASLAM et al. 2017). Além dessas
etapas, os ions podem ser fragmentados, gerando os espectros de massa em tandem

(MS/MS) que resultam na identificagdo da sequéncia de aminoacidos do peptideo.

Para obtencdo de analises protebmicas, a combinagao da eletroforese bidimensional
(2DE) e espectrometria de massa é comumente empregada. Essa técnica envolve o uso
de géis de poliacrilamida para separar as proteinas com base no seu ponto isoelétrico na
primeira dimensdo, seguida da separacdo dessas proteinas com base em sua massa
molecular na segunda dimensao. Ao longo do tempo, a técnica de 2DE passou por varias
melhorias, que permitiram a analise protedmica quantitativa, além de aprimoramentos na
resolugao e reprodutibilidade dos géis. O uso de corantes fluorescentes nessa técnica
tem se tornado cada vez mais comum, especialmente apds o desenvolvimento da técnica
de eletroforese diferencial em gel bidimensional (Differential Gel Electrophoresis — DIGE
- HEYWOOD et al., 2011). O DIGE utiliza trés corantes fluorescentes distintos que se
ligam covalentemente aos residuos de lisina das proteinas em diferentes amostras, sem
interferir na migragcao dessas proteinas durante a corrida eletroforética. Isso permite a
comparagao de duas ou trés amostras proteicas simultaneamente em um mesmo gel de
poliacrilamida, o que aumenta significativamente a reprodutibilidade e sensibilidade da
técnica (MAROUGA et al., 2005).

Outra abordagem desenvolvida para a protedmica quantitativa € a marcacao de isétopo
estavel (SIL, do inglés stable-isotope labeling). Esses métodos incluem tags isobaricas
para quantificacao relativa multiplex de peptideos como o iTRAQ (/sobaric Tags for
Relative and Absolute Quantification - ROSS et al., 2004) e o TMT (Tandem Mass Tag -
THOMPSON et al., 2003). A marcagao ocorre entre o grupo amino reativo da tag com
aminas primarias localizadas na por¢ao N-terminal dos peptideos e/ou na cadeia lateral
dos residuos de lisina. Nessa abordagem, os peptideos marcados com diferentes tags
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isobaricas sao indistinguiveis em MS. Porém, durante a fragmentagéo do peptideo no
espectrémetro de massa, ocorre a liberacdo dos ions repdrteres, com massas diferentes
em MS/MS. A razdo das intensidades dos diferentes ions repédrteres permite a
quantificacédo das proteinas (ZHANG et al., 2014). Essa abordagem de quantificagdo tem
sido amplamente utilizada para identificar as alteragdes simultaneas das proteinas em
diferentes condigdes, contribuindo consideravelmente para entender o mecanismo de
uma doenga (WIESE et al., 2007).

Outra maneira efetiva de quantificar peptideos é a técnica de quantificacdo sem
marcacgao (label-free). Esta abordagem compara a quantidade de proteinas em diversas
amostras sem a necessidade de utilizar marcadores isobaricos. Cada amostra é
analisada separadamente no espectrémetro, o que torna necessario um alto grau de
precisdo na preparacdo das amostras. Além disso, o tempo necessario para a analise
aumenta significativamente conforme o numero de grupos experimentais e réplicas
(PORTEUS et al., 2011)

Depois que o banco de dados GeneDB foi disponibilizado para uso publico, com uma
plataforma inicialmente para o genoma de L. major em 2005 e posteriormente para os
genomas sequenciados de L. infantum e L. braziliensis em 2007, houve um aumento
significativo no numero de estudos e na identificagcdo de proteinas de Leishmania por
meio de analises protedmicas, conforme relatado por Hertz-Fowler et al. (2004). Desde
entdo, a protebmica quantitativa tem sido utilizada em estudos com varias espécies de

Leishmania que visam compreender os diversos aspectos da biologia do parasito.

Dea-Ayuela et al. (2006) avaliaram as proteinas imunogénicas de promastigotas de L.
infantum usando Géis Bidimensionais, Western blot e Espectrometria de Massa. Eles
identificaram um total de 29 proteinas em 72 spots. Em 2006, Forgber et al. avaliaram
1067 spots em um gel bidimensional e identificaram seis proteinas por Espectrometria de
Massa, entre 330 spots antigénicos. Costa et al. (2011) utilizaram DIGE para comparar
proteinas expressas diferencialmente entre amastigotas e promastigotas de L. infantum,
e identificaram proteinas antigénicas associando 2DE e Western Blot com soros caninos.
Carnielli et al. (2014) também utilizaram DIGE e identificaram proteinas possivelmente
relacionadas a resisténcia ao miltefosine, enquanto Pires et al. (2014) investigaram
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proteinas com abundancia diferente em duas cepas de L. infantum e encontraram
proteinas possivelmente relacionadas a viruléncia. Magalhdes et al. (2014)
demonstraram que o cultivo prolongado de L. amazonensis pode levar a perda de
infectividade das promastigotas axénicas. Usando 2DE e MS/MS, eles identificaram que
proteinas importantes para a infectividade do parasita, como triparedoxina peroxidase,
metalopeptidases, HSP70 e dissulfeto isomerase, tiveram sua abundancia
progressivamente reduzida durante 150 dias de cultivo. Moreira et al 2015 realizaram um
estudo comparando linhagens de L. braziliensis resistentes e susceptiveis ao antimoénio
(Sblll) por analise fosfoprotedmica usando 2D-DIGE seguida de MS. Este novo estudo
permitiu tracar o perfil do fosfoproteoma de L. braziliensis, identificando varios candidatos
potenciais para redes bioquimicas ou de sinalizacdo associadas ao fendtipo de

resisténcia ao antiménio neste parasito.

Trabalhos recentes utilizaram shotgun para elucidar a biologia de Leishmania e sua
interagdo com o hospedeiro. Pawar e colaboradores (2020) descreveram um método
detalhado de marcacao por TMT e espectrometria de massa para estudar as mudancas
dinamicas nos niveis de abundancia de proteinas durante a diferenciacdo em L. donovani
(PAWAR et al., 2020). Outro estudo protebmico utilizando marcadores isobaricos foi
realizado para entender a biologia de L. donovani. O estudo de quantificagao proteica por
iTRAQ realizado por Singh et al. (2015) comparou os perfis de expressado de proteinas
de células de linhagem monocitica humana infectadas ou ndo com L. donovani e detectou
indicios de que o parasito reprograma o metabolismo celular da célula infectada. Dentre
as alteracoes relatadas, destaca-se o aumento na abundéancia de proteinas envolvidas
na transcricao, splicing de RNA, reparo e replicacédo do DNA. Oliveira et al (2022) com o
objetivo de identificar proteinas com abundancia diferencial em macréfagos BALB/c
infectados com diferentes espécies de Leishmania realizaram uma analise protebmica
comparativa usando as técnicas DIGE e TMT seguida por LC-MS/MS. A analise de
ontologia génica indicou que a infecgao interfere nos mecanismos apoptéticos e induz
alteragcbes epigenéticas que afetam a transcricdo génica. Além disso, a regulagao
negativa de proteinas como PYCARD e MyD88 parece influenciar o processo inflamatério
na infecgdo por L. amazonensis, enquanto a regulagao positiva de TAP1 e ERAP1 esta

envolvida na resposta imune adaptativa na infecgdo por L. infantum. Ja Fialho-Junior e



34

colaboradores (2021) tiveram o objetivo de identificar proteinas diferencialmente
abundantes envolvidas na viruléncia de formas amastigotas e promastigotas de L.
infantum. Os resultados mostraram que na forma amastigota da cepa mais virulenta,
havia um grande grupo de proteinas relacionadas a glicdlise, choque térmico e proteinas
ribossomais, enquanto na forma promastigota além de proteinas relacionadas ao choque
térmico e aos ribossomos o grupo também apresentava proteinas reguladas relacionadas
com resposta ao estresse (FIALHO-JUNIOR et al., 2021). Também utilizando a
abordagem protebmica quantitativa TMT, Negrdo e colaboradores (2019) estudaram
aspectos da infecgéo por Leishmania spp. O grupo investigou a modulagao de proteinas
em macrofagos murinos (modelo in vitro) e bidpsias de pele (modelo murino in vivo) apos
exposicao a Leishmania spp. Infecgdes induzidas por L. amazonensis e L. major foram
comparados a um modelo de inflamagao para pesquisar a modulagdo de proteinas
especificas e inespecificas de Leishmania no hospedeiro. Varias proteinas que foram
alteradas ap6s a infeccdo com Leishmania spp. fornecem candidatos interessantes para
uma investigacdo mais aprofundada sobre o0 mecanismo da doenga e desenvolvimento

de possiveis imunoterapias.

Por meio da técnica label free Oliveira et al. (2020) avaliaram o subproteoma da
membrana plasmatica de L. infantum e L. amazonensis. Neste estudo 6 proteinas foram
detectadas apenas em L. infantum e 39 proteinas eram exclusivas de L. amazonensis
incluindo a proteina ABCA9. Dentre as proteinas encontradas em ambas a espécies esta
a GP63, um fator de viruléncia bem conhecido. Trabalhos como este podem fornecer uma
melhor compreensao biolégica desses parasitos. Outro estudo utilizando a técnica de
quantificacdo sem marcagao analisou o conteudo de proteina total dos secretomas de
sete espécies de Leishmania cultivadas in vitro. O nucleo secretoma comum a todas as
especies corresponde a cerca de um tergo das proteinas secretadas, indicando
mecanismos conservados de adaptagcdo ao hospedeiro vertebrado. As proteinas
identificadas como exclusivas de algumas espécies podem fornecer informacdes
relevantes sobre sua patogénese (PISSARRA et al., 2022). Tagliazucchi et al. (2023)
usaram da abordagem de MS /abel free para identificar as vias bioquimicas de células
THP-1 infectadas por diferentes cepas de L. infantum isoladas de pacientes com

resisténcia ou com resultado de falha terapéutica. As analises identificaram o receptor de



35

transferrina C (TFRC) e o nucleosideo difosfato quinase 3 (NDK3) como proteinas com
aumento de abundéncia em células THP-1 infectadas com cepas de L. infantum

resistentes a paromomicina, antiménio e miltefosina.

Para compreender um sistema biolégico em nivel molecular, além de identificar e
caracterizar genes e proteinas é igualmente importante construir mapas que mostrem as
interagdes entre essas entidades moleculares, incluindo sua localizagdo, vias e
comunicacgdo. O objetivo de alcangar tais “mapas relacionais” ficou conhecido como
biologia de rede, um campo de pesquisa dedicado a entender a estrutura e dindmica das
interacbes complexas entre os componentes celulares, como as proteinas, DNA, RNA e
outras moléculas. O estudo da rede de interagcées € um desafio crucial para a biologia na
atualidade, pois essas interacbes desempenham um papel fundamental na estrutura e
funcdo das células e seus organismos como um todo (BARABASI et al. 2004). Tais
interagdes podem ser do tipo fisica, regulatéria, genética, estrutural ou funcional, sendo
que as interagdes fisicas envolvem o contato direto ou indireto entre biomoléculas, como
as interagdes proteina-proteina (PPls) que ocorrem em processos como a formagao de
complexos proteicos, ativagao de ligantes em receptores de proteinas e cascatas de

sinalizagao por fosforilagao.

As redes de interacao proteina-proteina sao definidas como contatos fisicos com docking
molecular entre proteinas, ocorrendo dentro de uma célula ou organismo vivo (RIVAS &
FONTANILLO 2010). Essas redes podem ser ilustradas como grafos, em que as
proteinas sao representadas por nds e as interagdes sao representadas por arestas. As
analises das redes de PPl ajudam a identificar proteinas-chave envolvidas em processos
celulares especificos, a desvendar vias de sinalizacdo e a identificar alvos para o
desenvolvimento de terapias direcionadas. Além disso, a integragcdo de dados de
diferentes fontes, como gendmica e interatomémica, permite uma compreensao mais
abrangente das redes de interagdo e suas implicagdes biologicas (RIVAS &
FONTANILLO 2012).

Técnicas protedmicas podem, portanto, auxiliar no entendimento da biologia do parasito,
da sua interagdo com o hospedeiro e dos fatores envolvidos na ampla diversidade de
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manifestacdes clinicas. Desta forma, pode-se preencher as lacunas ainda existentes

acerca das leishmanioses, incluindo a caracterizacao de lesoes tipicas e atipicas.

2 JUSTIFICATIVA

Casos de lesdes atipicas na Leishmaniose tegumentar t€m aumentado nos ultimos anos
e podem afetar os programas de eliminagdo dessa doenga devido a dificuldade para o
diagnostico e tratamento. Ao mesmo tempo, ainda ndo existe um consenso sobre os
fatores que envolvam os casos de lesbes atipicas em leishmaniose, embora alguns
autores sugiram que tanto o estado imunoldgico do paciente quanto variantes genéticas

do parasito possam estar envolvidas nessas formas clinicas.

Como ja relatado, recentemente foram obtidos alguns isolados de L. braziliensis
provenientes de pacientes da reserva indigena Xacriaba/Séao Joao das Missbdes — Minas
Gerais, que estavam associados a ocorréncia de lesdes atipicas (QUARESMA et al.,
2018; REGO et al. 2018). Esses isolados mostraram resisténcia ao tratamento
convencional com antiménio (RUGANI, 2018) e apresentavam um padrao genético
variante (QUARESMA et al., 2018).

Todavia, ainda nao estdo esclarecidos mecanismos, principalmente por parte dos
parasitos, que influenciam as manifestagdes das lesdes atipicas. Assim, propomos neste
trabalho realizar um estudo para identificar proteinas diferencialmente abundantes entre
isolados de L. braziliensis com genotipo variante e causadores de lesGes atipicas em

comparagao com isolados de genadtipo ndo variante e causadores de lesdes tipicas.

Por outro lado, os avangos na area da protedmica tém permitido a identificacdo de
pequenas diferengas na abundancia de proteinas que contribuem para uma melhor
compreensao dos sistemas bioldgicos. Além disso, essas ferramentas possibilitam
estudos de vias metabdlicas da fisiologia do parasito, visto que as técnicas existentes
dé&o acesso a uma visao mais global e integrada de processos bioldgicos por meio do
estudo de todas as proteinas e ndo somente de uma isoladamente (VERAS & MENEZES,
2016). Assim, estudos protedmicos de populagdes de parasitos que infectam diferentes
hospedeiros em regides geograficas distintas sdo de grande importancia para o
entendimento da epidemiologia das doengas por eles causadas. Além disso, podem
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contribuir para esclarecer o papel biolégico de proteinas com relagdo a viruléncia,
patogenicidade, resisténcia a drogas, dentre outras caracteristicas. Nesse contexto, de
posse de amostras de isolados de L. braziliensis causadores de lesdes atipicas e tipicas
nos propusemos a fazer uma analise de proteoma quantitativo para identificar proteinas
diferencialmente abundantes entre esses grupos de isolados e correlaciona-las com as

caracteristicas biolégicas desses isolados.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar proteinas diferencialmente abundantes entre isolados de Leishmania (Viannia)

braziliensis caracterizados como agentes de lesdes atipicas e tipicas.
3.2 Objetivos especificos

o Obter o perfil protedbmico de isolados de Leishmania (Viannia) braziliensis

caracterizados como agentes de lesdes atipicas e tipicas;

° Identificar e caracterizar as proteinas diferencialmente abundantes entre os grupos
de isolados;
° Validar a regulagéo de proteinas diferencialmente abundantes por meio de testes

de atividade enzimatica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1Declaragao de ética

Cepas de Leishmania braziliensis foram obtidas de pacientes humanos que vivem na
comunidade indigena Xacriaba localizada no municipio de S&o Jo&o das Missdes, Minas
Gerais, Brasil (QUARESMA et al., 2018). Amostras de outras areas endémicas foram
obtidas no ambulatério do Centro de Referéncia em Leishmanioses — Instituto René
Rachou-IRR/FIOCRUZ de 1993 a 1998. Todos os pacientes envolvidos neste estudo
forneceram consentimento informado por escrito e os procedimentos experimentais
foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do IRR,
Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP; processo 355/2008) e Fundacdo
Nacional do indio (FUNAI; n°® 149/CGEP/08).

4.2 Parasitos

As cepas de L. braziliensis de lesdes tipicas (LbLT) foram isoladas de pacientes de Belo
Horizonte, MG, Brasil, identificadas como MHOM/BR/95/RR051 e BH17 e de S&o Joao
das Missdes, MG, Brasil identificadas como MHOM/BR/08/426 e MHOM/BR/09/346. As
cepas de lesdes atipicas (LbLA) foram isoladas de pacientes de Sao Joao das Missbes,
MG, Brasil, identificadas como MHOM/BR/08/316 e MHOM/BR/08/340. As caracteristicas
clinicas de lesbes tipicas e atipicas das quais os parasitos foram isolados foram
realizadas conforme descrito por Quaresma e colaboradores (2018). Em resumo, as
lesbes tipicas caracterizaram-se como Uulceras circulares ou ovaladas de aspecto
eritematoso, infiltrado, firme, avermelhado e base granular e borda elevada bem

delimitada. Lesdes atipicas foram definidas pela presenca de feridas cutaneas incomuns.

O procedimento de isolamento foi realizado adicionando fragmentos de lesdo em tubos
contendo meio NNN (Novy e McNeal, 1903; Nicolle, 1908) enriquecido com meio liquido
de Schneider e incubado a 25 + 1 °C. As culturas foram examinadas semanalmente e
foram consideradas positivas quando formas promastigotas de Leishmania foram
observadas. Os métodos de identificacdo da espécie realizados para caracterizar os
isolados usados neste estudo foram realizados pelo Isolamento de Leishmania, Cultura
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e Servigo de tipagem da Colecdo de Leishmania do Oswaldo Cruz Instituto (CLIOC) de
acordo com o protocolo descrito por Cupolillo e colaboradores (1994). Também foi
previamente realizado hsp70-PCR-RFLP que amplificou um fragmento de 1300 pb do
gene hsp70 e posteriormente os perfis de restrigdo foram obtidos pela digestdo com a
enzima Haelll dos produtos de PCR. Além desses métodos, foi realizado o
sequenciamento do fragmento de 1.300 pb da hsp70. A combinacdo de métodos de

identificagdo permitiu a caracterizagéo dos parasitos como L. braziliensis.

Promastigotas de L. braziliensis foram mantidas em meio de cultura M199
(SigmaAldrich/Merck) suplementado com 10% soro fetal bovino (ThermoFischer/Gibco),
100 unidades/mL de penicilina (ThermoFischer/Gibco), 100 pg/mL de estreptomicina
(ThermoFischer/Gibco), 12,5 mM de glutamina (ThermoFischer/ Gibco), 0,1 M de adenina
(SigmaAldrich/Merck), 205 pg/mL de hemina e 40 mM HEPES (SigmaAldrich/Merck), pH
7,4 a 26 °C. Ao todo, seis isolados foram avaliados: quatro de lesdes tipicas e dois de
lesbes atipicas. Todas as cepas foram cultivadas em ftriplicatas independentes sob
condi¢des idénticas até a 92 passagem, quando as promastigotas foram obtidas na fase
final de crescimento estacionario. Esta fase foi estabelecida apds a realizagcéo da curva
de crescimento por oito dias consecutivos. Durante este periodo, a motilidade e a
aspectos morfoldégicos como corpo celular e comprimento do flagelo também foram
observados. Assim, formas promastigotas foram colhidas na fase estacionaria (5° dia)
por centrifugacédo a 3.000 x g por 15 min a 4 °C. Os parasitos foram lavados trés vezes

em tampao fosfato-salino (PBS), pH 7,2, e congelados a -80 °C até o uso.
4.3 Delineamento experimental

A Figura 2 mostra o fluxograma do desenho experimental seguido para a analise

diferencial de abundancia das proteinas entre isoladas de L. braziliensis.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 2. Delineamento experimental: Foram analisadas proteinas de formas promastigotas
de 4 isolados de pacientes com lesdes tipicas (LbLT) e 2 isolados de pacientes com lesbes
atipicas LbLA). O extrato proteico de cada isolado foi submetido a digestao triptica, e os
peptideos resultantes foram marcados com tags isobaricas e combinados na proporcao de
1:1:1:1:1:1:1. Um grupo “controle” contendo o pool das quantidades iguais de peptideos de cada
isolado foi acrescentado como uma amostra adicional. Anteriormente a analise por LC-MS/MS,
os peptideos foram pré-fracionados por cromatografia de fase reversa em solugao com pH
elevado. Analises de bioinformatica foram realizadas para identificagdo e caracterizagao das
proteinas.

4.4 ProteOmica

4.4.1. Extracao de proteinas e marcagao com TMT

As promastigotas criopreservadas (LbLA e LbLT) foram lisadas por 2 h a 24°C em tampao
de lise (8 M de uréia, 2 M de tiouréia, 4% de CHAPS, 65 mM de ditiotreitol (DTT), 1 M de
Tris, 40 mM de coquetel de inibidores de proteases contendo inibidores de serino
proteases e cisteino proteases (Protease Inhibitor Mix — GE Healthcare)) a uma
densidade de 500 uL por 10° parasitos. O lisado celular foi passado 10 vezes através de

uma agulha 26G e centrifugado a 20.000 x g por 20 min. O sobrenadante foi aliquotado
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e armazenado a -80°C até o uso. A concentragao de proteina foi determinada usando o

QuantKit 2D (GE Healthcare) de acordo com as recomendag¢des do fabricante.

Quantidades iguais de proteina (300 ug) de cada amostra foram reduzidas com 50 mM
ditiotreitol (DTT) por 1 h a 24 °C e subsequentemente alquiladas com 150 mM de
iodoacetamida (IAA) por 30 min a temperatura ambiente sob protegao da luz. Antes da
etapa de digestédo, as amostras foram lavadas com dois tampdes (6 M de ureia seguido
de lavagem com 50 mM de TEAB) para remover o CHAPS presente no tampao de lise,
utilizando filtros (Micon Ultra-0,5 mL - Millipore). A digestdo enzimatica foi realizada com

tripsina (Promega, Madison) na razao de 1:50 por 16 h a 37 °C.

ApoOs a digestado das proteinas, os peptideos foram marcados com isdbaros especificos
do kit TMT 10plex Isobaric Mass Tagging (Thermo Fisher Scientific/Pierce Biotechnology,
Rockford, EUA) seguindo as instru¢des do fabricante. Resumidamente, 15 ug de cada
amostra foram marcados com 0,266 mg de um marcador reativo a amina isobarica
(TMT10-126, TMT10-127N, TMT10-127C, TMT10-128N, TMT10-128C e TMT10-129N —
Tabela 1). A mistura foi incubada durante uma hora a temperatura ambiente para
marcagao completa. A reacédo foi extinta pela adicdo de 5% de hidroxilamina e os
peptideos marcados foram combinados na proporg¢ao de 1:1:1:1:1:1. As amostras foram
secas usando um SpeedVac e armazenadas para analise posterior. O processo de

preparacgao foi realizado em ftriplicatas técnicas independentes.
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Tabela 1 — Delineamento experimental para marcagao das amostras com TMT

Marcacéao Replicatas bioldgicas e técnicas

Tags Grupo Set 1 Set 2 Set 3

TMT126 LbLT MHOM/BR/08/426-a | MHOM/BR/08/426-b | MHOM/BR/08/426-c
TMT127N LbLT | MHOM/BR/95/RR051- | MHOM/BR/95/RR05 | MHOM/BR/95/RR05
a 1-b 1-c

TMT127C LbLT BH17-a BH17-b BH17-c
TMT128N LbLT MHOM/BR/09/346-a | MHOM/BR/09/346-b | MHOM/BR/09/346-c
TMT128C LbLA MHOM/BR/08/316-a | MHOM/BR/08/316-b | MHOM/BR/08/316-c
TMT129N LbLA MHOM/BR/08/340-a | MHOM/BR/08/340-b | MHOM/BR/08/340-c

T™MT Pool* Controle Controle Controle

129C

*Pool contendo 2 ug de cada uma das 18 amostras.

4.4.2 Pré-fracionamento dos peptideos por Cromatografia Liquida em Fase

Reversa em pH elevado

Cada set de peptideos marcados foi ressuspendido em tampao A (20 mM formiato de
amonio, pH 9,3) e fracionado usando uma Coluna C18 Acquity UPLC M-Class CSH (1,7
pm, 300 um x 100 um) (Waters) em sistema de cromatografia liquida de alta pressao
UltiMate 3000 (HPLC) (Dionex, Sunnyvale, CA, EUA) operando a 5 uL/min. Cada set foi
eluido usando o seguinte gradiente cromatografico expresso como uma porcentagem de
solvente B (solugao A 20%/80% ACN): 2—40% por 27 min, 40-50% em 4 min, 50—-70%

em 4 min e 70-95% em 5 min. Cada set foi separado em 15 fragdes que foram

posteriormente combinadas em cinco fragdes concatenadas e secas usando um

SpeedVac antes da analise por MS.
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4.4.3 LC-MS/MS

Os peptideos marcados com TMT pré-fracionados foram ressuspendidos em solvente A
(0,1% (v/v) de acido férmico) e posteriormente injetado em um sistema de duas colunas
no EASY-nLC (Thermo). A pré-coluna (3 cm de comprimento x 100 ym de didmetro) foi
preenchida com resina Reprosil-Pur C18-AQ (Dr. Maisch GmbH) de particulas com 5 ym
de didmetro. A coluna analitica (17 cm x 75 um) foi preenchida com a mesma resina,
porém com particulas de 3 ym didmetro. Os peptideos de cada fragao foram eluidos por
68 min usando o seguinte gradiente expresso em porcentagem da solugéo B (95% de
acetonitrila/0,1% de acido formico): 2-5% em 1 min, 5-25% em 50 min, 25-40% em 10
min, 40—-95% em 1 min, 95% em 5 min e 95-2% em 1 min, a um fluxo constante de 300

nL/min.

O espectrometro de massa hibrido QExactive HF-X quadrupolo-Orbitrap (Thermo) foi
operado no modo positivo usando aquisigao dependente de dados (DDA) (Top 20). Os
ions dos peptideos foram resolvidos no Orbitrap (MS), na faixa de 350 a 1500 m/z com
uma resolugéo de 120.000 FWHM (AGC target 3e® ou tempo maximo de injegdo de 50
ms). Em cada MS, os 20 ions mais intensos (Top 20), com AGC target minimo de 1e3,
foram selecionados no quadrupolo, usando uma janela de isolamento igual a 0,7 m/z.
Esses ions foram selecionados para fragmentacéao (MS2) por dissociagao de colisdo de
alta energia (HCD, sigla do inglés), com energia de colisdo de 33%. Os ions fragmentos
foram resolvidos no orbitrap com uma resolugdo de 45.000 FWHM (AGC target 1e° ou
tempo maximo de injecdo de 60 ms) e incluido em uma lista dindmica de exclusao por 30

S.
4.4.4 Analise de Dados

Os dados brutos foram analisados usando o software Proteome Discoverer 2.4. A busca
foi realizada pelo algoritmo SEQUEST contra o banco de dados de L braziliensis (25.611
sequéncias) do NCBI. Os parametros de busca contra o banco de dados incluiram: i)
maximo de duas clivagens ausentes de tripsina, ii) carbamidometilagéo de cisteina como
uma modificagao fixa, iii) oxidagao de metionina, acetilacdo N-terminal de proteina e TMT
6plex (lisina e N-terminal do peptideo) como modificagbes variaveis, iv) tolerancia de
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massa do ion precursor e ions fragmento de 10 ppm e 0,02 Da, respectivamente; v) 1%
de taxa de falsa descoberta (FDR, sigla do inglés); e vi) peptideos unicos mais razor
peptideos foram agrupados nas respectivas proteinas. Apenas proteinas masters com

1% FDR foram consideradas para a analise.

Antes das analises estatisticas, a abundancia dos ions reporteres foram transformados
em log2 e normalizados usando a amostra "controle” (pool de todas as amostras
analisadas) para cada um dos trés conjuntos de dados. Posteriormente, os dados foram
normalizados subtraindo-se a mediana de cada tag usando o programa Perseus
(https://maxquant.net/Perseus). Depois de combinar os trés sets, subtraimos a média de
todas as condigbes (biologicas/técnicas) para cada proteina. Proteinas reguladas
significativamente entre as condigées LbLA e LbLT foram determinadas pelo teste
estatistico one-way ANOVA (P < 0,05) mais log2 do fold change de 0,584, usando
Software DanteR (POLPITIYA et al., 2008).

As proteinas diferencialmente abundantes foram categorizadas funcionalmente através
de anotagbes de processos biolégicos (PB) e fungbes moleculares (FM) catalogadas de
acordo com o consoércio Gene Ontology (GO). Os dados foram analisados usando a
plataforma de bioinformatica versao TriTrypDB 40 (http://tritrypdb.org/tritrypdb/). Para
cada categoria, o teste exato de Fisher foi usado para testar o enriquecimento de
proteinas selecionadas contra todas as proteinas identificadas no estudo. O FDR e o
valor de P ajustado (p<0,05) foram definidos como limites significativos do

enriquecimento funcional.

Para avaliar a interagdo potencial entre as proteinas presentes nas categorias
enriquecidas de GO, previmos as redes de interagcao proteina-proteina associadas ao
proteoma total do organismo. Para esta analise, usamos o banco de dados STRING 11.0
(http://string-db.org) com valor de corte de 0,4 considerado de média confianga. Este
banco de dados fornece as redes de interagdes que incluem associagdes diretas (fisicas)
e indiretas (funcionais). Os dados decorrem da previsdo computacional, da transferéncia
de conhecimento entre organismos e das interagdes agregadas de outros bancos de
dados (primarios). Como arquivo de entrada nés utilizamos os codigos ID (Gl number)
das proteinas selecionadas para cada objetivo em questdo, que foi entdo analisado
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contra o banco de dados fornecido pela plataforma em que o organismo selecionado foi
Leishmania braziliensis, cepa M2904 contendo até o momento 8084 proteinas
(https://version-11-0.string-db.org/organism/5660). Finalmente, o banco de dados KEGG
(do inglés Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) foi usado para analisar o
enriquecimento de vias de sinalizagbes (plataforma de bioinformatica TritrypDB) das

proteinas diferencialmente abundantes identificadas.
4.4.5 Disponibilidade de Dados

Os dados do proteoma obtido por espectrometria de massa foram depositados no
Consoércio ProteomeXchange através do repositorio parceiro PRIDE com o identificador
de conjunto de dados PXD029995.

4.5 Validagao Funcional dos Dados Proteémicos
4.5.1 Atividade Peroxidase

A atividade de peroxidase foi dosada usando 108 promastigotas de cada cepa dos grupos
LbLA e LbLT. Formas promastigotas foram lisadas por agitagdo suave em 50 mL de 0,1%
Triton X-100 por 30 min a temperatura ambiente. Em seguida, a amostra foi incubada
com 50 puM perdxido de hidrogénio (H202 - concentragéo final) a 37°C por diferentes
intervalos de tempo. A reagao foi interrompida pela adigcdo de 0,75 mL da solugao de
acido tricloroacético (8% v/v), e o precipitado foi removido por centrifugagdo. Ao
sobrenadante, 0,2 mL de 10 mM de sulfato ferroso de aménio e 0,1 mL de 2,5M de
tiocianato de potassio foram adicionados, e a quantidade restante de H20. foi
determinada espectrofotometricamente (480 nm) por calibragcado contra uma curva padrao
com concentragbes conhecidas de H2O2 (Jiang et al., 2005). As analises estatisticas
foram realizadas usando GraphPad Prism versao 5.00 para Windows (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA). Os dados foram apresentados como a média das
replicatas. Comparacgoes entre os diferentes grupos foram feitas usando one-way ANOVA

seguido pelo teste de Bonferroni, e a significancia estatistica foi estabelecidaem P < 0,05.
5 RESULTADOS

5.5 Protedomica de L. braziliensis
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Proteinas totais de promastigotas metaciclicas de L. braziliensis foram obtidas através
da lise em tampao alcalino para posterior analise quantitativa por meio da estratégia de
marcacgao isobarica e espectrometria de massa de alta resolugcdo. O experimento foi
realizado com 4 replicatas bioldgicas de cepa tipica (LbLT) e 2 replicatas biologicas de
cepas atipicas (LbLA), analisadas em triplicatas técnicas independentes (set 1, set 2 e
set 3). Cada set foi pré-fracionado em 15 fragbes que foram combinadas em apenas cinco
para serem analisadas por LC-MS/MS. Essa etapa foi realizada para diminuir a
complexidade da amostra e aumentar a identificacdo. A figura 3 mostra o perfil
cromatografico semelhante entre as trés replicatas técnicas, sendo o set 1 mais distinto

entre elas.
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i

Figura 3. Perfil cromatografico de cada replicata técnica A. Set 1. B. Set2. C. Set 3. Os peptideos
foram pré-fracionados por fase reversa em pH alto e cada set foi separado em 15 fragcbes que
foram posteriormente concatenadas em cinco fragdes e finalmente analisadas por LC-MS/MS.

A abordagem em questdo possibilitou a identificagdo de 4.048 proteinas nao
redundantes, das quais 2.229 proteinas estavam presentes em todas as trés replicatas
independentes (Figura 4A). Do total de proteinas encontradas, 39% sao consideradas

proteinas hipotéticas e 61% das proteinas possuem alguma descrigao (Figura 4B).
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Para melhor entender o acervo geral das proteinas encontradas, foi realizada uma
analise de categorizacao de ontologia génica (Gene Ontology - GO) em que as proteinas
foram agrupadas de acordo com as fung¢des moleculares (FM), processos biologicos (PB)
e componentes celulares (CC). O total de 1977 proteinas possuem informacdes a
respeito de suas fungdes moleculares e foram agrupadas em 332 categorias. As
categorias com maior representatividade foram “Atividade Catalitica” abrigando 22,8 %
das proteinas, seguida de “Ligagao de Proteinas” com 12,5% das proteinas e “Ligacao
de Nucleotideos” com 10,2% das proteinas (Figura 5A e Tabela 2). Considerando as
categorias relacionadas aos processos biolégicos, o total de 1453 proteinas foram
distribuidas em 270 categorias. “Processos metabdlicos”, “transportes” e “regulacéo de
processos bioldgicos” foram as categorias com maior representatividade com 40,5%,
8,3% e 6% das proteinas, respectivamente (Figura 5B e Tabela 2). A categorizagao por
componentes celulares abrangeu 922 proteinas e 133 categorias. O total de 21,1% das
proteinas pertence a categoria de “componente integral de membrana”, sendo a categoria
de CC mais representativa. “Citoplasma” e “ribossomo” também sado componentes que
se destacaram com 15,8% e 10,4% das proteinas, respectivamente (Figura 5C e Tabela

2).

A

m hypothetical protein = non-hypothetical protein

Figura 4. Identificagdo de proteinas em trés replicatas experimentais. A. Diagrama de Venn
mostrando as 4.048 proteinas identificadas considerando todas as replicatas independentes. B.
Distribuicdo das proteinas hipotéticas.
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Figura 5. Categorizagdo de Ontologia Génica (Gene Ontology — GO) das proteinas
identificadas. Distribuicdo de proteinas baseada em fungdes moleculares (A), processos
bioldgicos (B) e componentes celulares (C) previstos em L. braziliensis.

Tabela 2: Categorizagédo funcional baseada na Ontologia Génica (GO) das proteinas
identificadas. Numero proteinas pertencentes em categorias classificadas de acordo com as
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funcdes moleculares, processos bioldgicos e componentes celulares previstos em L. braziliensis.
Na tabela estéo representadas 15% das categorias com maior representatividade.

Fungao Molecular

Processo Biolégico

Componente Celular

Categorias

catalytic activity
protein binding

nucleotide binding

metal ion binding

ATP binding

RNA binding

DNA binding
structural molecule
activity

transporter activity

motor activity
ATP hydrolysis
activity

structural constituent
of ribosome

hydrolase activity
GTP binding

nucleic acid binding

GTPase activity

protein kinase activity
enzyme regulator
activity

NO
proteinas

710
389

319

210

161

132
89

83
50

42

40

31
27

26

23

20

20

18

Categorias

metabolic
process
transport

regulation of
biological
process
response to
stimulus

cell
organization
and biogenesis
cellular
component
movement
protein
phosphorylation
translation

proteolysis

microtubule-
based
movement
cellular
homeostasis
vesicle-
mediated
transport
phosphorylation

protein folding

protein
transport
intracellular
protein
transport
transcription,
DNA-templated

methylation

NO
proteinas

724
148

107

80

68

39

32
28

26
23

22

14

14
13

11

10

10

Categorias

integral
component of
membrane
cytoplasm

ribosome

nucleus

membrane

cilium

motile cilium
microtubule

chromosome
organelle

nucleolus

cytoskeleton

mitochondrion

endoplasmic
reticulum
dynein
complex
spliceosomal
complex

endoplasmic
reticulum
membrane
mitochondrial
matrix

NO
proteinas

195
146

96

85

69

23

18
18

18
13

12

11



zinc ion binding

microtubule binding
microtubule motor
activity

unfolded protein
binding

calcium ion binding
ATP-dependent
protein folding
chaperone
translation initiation
factor activity
protein
serine/threonine
kinase activity

antioxidant activity

signal transducer
activity

transferase activity
metalloendopeptidase
activity

oxidoreductase
activity

dynein intermediate
chain binding
pyridoxal phosphate
binding

4 iron, 4 sulfur cluster
binding

flavin adenine
dinucleotide binding
DNA-directed 5'-3'
RNA polymerase
activity

17

16

15

14

14

14

13

12

11

11

11

11

10

DNA repair

ubiquitin-
dependent
protein
catabolic
process
rRNA
processing
carbohydrate
metabolic
process
tricarboxylic
acid cycle
lipid metabolic
process

DNA replication

glycolytic
process

RNA
processing
protein
peptidyl-prolyl
isomerization
protein
deubiquitination
pseudouridine
synthesis
endoplasmic
reticulum to
Golgi vesicle-
mediated
transport
SRP-
dependent
cotranslational
protein
targeting to
membrane
ribosome
biogenesis
microtubule-
based process
RNA 3'
uridylation
cAMP
biosynthetic
process

proteasome
complex
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ligase activity

RNA helicase activity
minus-end-directed
microtubule motor

activity

dynein light
intermediate chain
binding

ABC-type transporter
activity
methyltransferase
activity

magnesium ion
binding

DNA-directed DNA
polymerase activity
proton-transporting
ATPase activity,
rotational mechanism
myosin phosphatase
activity

heme binding

kinase activity

»

cell adhesion

fatty acid
biosynthetic
process
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5.6 Quantificagao relativa de proteinas das cepas do grupo de lesdes atipicas

e tipicas

A estratégia de marcagao isobarica e espectrometria de massa de alta resolugao foi

realizada para comparar o proteoma de cepas de L. braziliensis que causam lesdes

atipicas (LbLA) e cepas L. braziliensis que causam lesoes tipicas (LbLT).

Para andlise quantitativa relativa, foram comparados os valores de abundancia das

proteinas identificadas em cepas LbLA versus LbLT. Nossos resultados mostraram que

a abundancia de 298 e 234 proteinas estavam significativamente aumentadas e

diminuidas, respectivamente, em cepas LbLA em comparagao com cepas LbLT (Figura

6A). No entanto, quando consideramos apenas proteinas identificadas em pelo menos
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duas das trés replicatas independentes, 254 e 196 proteinas tiveram sua abundancia

aumentada e diminuida, respectivamente (Figuras 6B, C).

Volcano plot (p-value vs. log fold change)
AA

234 o
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170
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Figura 6. Abundancia relativa de proteinas das cepas do grupo de lesées atipicas e tipicas.
A. Volcano plot com a demarcagao das proteinas com alteracdes estatisticamente significativas
na abundancia (em azul) pelo ANOVA considerando p<0,05 (eixo y) e alteracao de fold change
em log2 de 0,584 (1,5) (eixo x). B. Overlap das proteinas positivamente reguladas em cada
replicata. C. Overlap das proteinas negativamente reguladas em cada replicata.
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5.7 Anadlise de enriquecimento Funcional

Os dados de Gene Ontology (GO) foram usados para obter informagdes sobre diferencas
entre cepas atipicas e tipicas de L. braziliensis. Com o enriquecimento de GO utilizando
as proteinas reguladas, foi possivel associar termos GO para 43 proteinas positivamente
reguladas e 49 proteinas negativamente reguladas em LbLA comparadas com LbLT .

Essas proteinas foram categorizadas em grupos funcionais (Figura 7).

Em relagdo a Fungao Molecular (FM), a categoria atividade oxidorredutase, atuando em
um grupo de doadores de enxofre (p= 4,11e-4) seguido pela atividade do inibidor
enzimatico (p= 3,33e-4) foram significativamente enriquecidos no grupo de proteinas
reguladas positivamente. Esses grupos sao representados principalmente pelas
seguintes proteinas: tripanotiona redutase, peptideo metionina sulféxido redutase-like, e
ecotina. No grupo de proteinas reguladas negativamente, observamos que a atividade
da oxidorredutase, atuando no grupo CH-O de doadores (p= 6,27e-4), atividade de
proteina serinal/treonina quinase (p= 6,45e-4), atividade de oxidorredutase (p=7,30e-4),
e atividade oxidorredutase, atuando em um grupo de doadores de enxofre, dissulfeto
como aceptor (p= 1,03e-3) estavam entre as categorias enriquecidas. Esses grupos sao
representados principalmente pelas seguintes proteinas: malato desidrogenase e colina

desidrogenase (Figura 7A e Tabela 3).

O processo biolégico (PB) com significancia estatistica entre proteinas com maior
abundancia em cepas atipicas em comparagao com cepas tipicas foram processo
biossintético de composto de nitrogénio celular (p= 4,68e-5 com 27 proteinas), processo
metabdlico peptidico (p= 1,49e-4 com 20 proteinas), e processo metabdlico da amida
(p=2,42e-4 com 20 proteinas). Esses grupos sao representados principalmente por
proteinas ribossomais. Em contraste, nenhuma categoria significativamente enriquecida
foi encontrada para proteinas negativamente reguladas (Figura 7B e Tabela 4). Por sua
vez, a analise de enriquecimento levando em consideracdo os componentes celulares,
detectou duas categorias dentre as proteinas com aumento de abundancia: subunidade
ribossomal maior citosdlica (p= 8,19e-4 com 3 proteinas) e complexo de prefolding (p=
4,68e-5 com 4 proteinas). Nesses grupos se destacam algumas proteinas hipotéticas
(154345556, 154334040, 1691132748, 1691132273), e RNA binding protein-like protein
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(Figura 7C e Tabela 5). Dentre as proteinas com diminui¢do de abundéncia, 6 categorias
foram encontradas: envelope (p= 2.32e-3 com 20 proteinas), envelope de organela (p=
2.32e-3 com 20 proteinas), membrana de organela (p= 1.52e-2 com 20 proteinas),
respirassomo (p= 1.86e-2 com 5 proteinas), complexo do citocromo (p= 1.86e-2 com 5
proteinas), complexo contendo proteina mitocondrial (p= 4.74e-2 com 13 proteinas) e
fibra de citoesqueleto polimérico (p= 4.74e-2 com 6 proteinas). Se destacam as proteinas
kinetoplastid membrane protein-11, e as proteinas hipotéticas 154343734 e 134065654
(Figura 7C e Tabela 5).
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Figura 7. Anadlise de enriquecimento de ontologia génica (GO). Distribuicao de proteinas
baseada em fungdes moleculares (A), processos bioldgicos (B) e componentes celulares (C)
previstos em L. braziliensis causadoras de lesdes atipicas (LbLA) em relagdo ao grupo de L.
braziliensis causadoras de lesdes tipicas (LbLT). Em vermelho, categorias enriquecidas no
conjunto de proteinas reguladas positivamente; em verde, categorias enriquecidas no conjunto
de proteinas reguladas negativamente. Termos representados por P < 0,05 no teste exato de
Fisher, filtrando para FDR < 0,05.

Tabela 3: Proteinas diferencialmente abundantes mapeadas na analise de enriquecimento de
Ontologia Génica (GO) de Fungéo Molecular. Proteinas classificadas pela razao L. braziliensis
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causadoras de lesdes atipicas (LbLA) em comparac¢ao com L. braziliensis causadoras de lesées
tipicas (LbLT) (LbLA/ LbLT). Em negrito proteinas encontradas em mais de um termo.

GO Termo Fold Proteinas Razao
change (Fold change
(P value) Log2 -
LbLA/LbLT)
Proteinas reguladas
positivamente
Oxidoreductase activity, 7,43
acting on a sulfur group of (4,11e-4) trypanothione reductase
donos
peptide _methionine sulfoxide
reductase-like 2,417
putative thioredoxin 1,060
. 0,984
thiol-dependent_reductase 1 0,709
putative glutaredoxin-like protein 0,649
Enzyme inhibitor activity 18,26
(3,33e-4) Ecotin 1,917
Ecotin-like protein 2 0,797
Protein phosphatase inhibitor 2
(IPP-2) 0,768
Proteinas reguladas
negativamente
Oxidoreductase activity, 7,02
acting on CH-OH group of (6,27e-4) mitochondrial malate
donors dehydrogenase -1,150
choline dehydrogenase, like
protein -1,062
glycosomal malate
dehydrogenase -0,944
dehydrogenase-like protein -0,888
putative short chain 3-
hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase -0,825
Protein serine/threonine 9,70 putative target of rapamycin
kinase activity (6,45e-4) (TOR) kinase 1 -1,744
putative protein kinase -1,029
protein kinase A catalytic subunit
isoform 1 -0,765
protein kinase A catalytic subunit -0,676
Oxidoreductase activity 2,73 mitochondrial malate
(7,30e-4) dehydrogenase -1,150
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protein -1,062
putative short chain
dehydrogenase -1,017
conserved hypothetical protein
(134065654) -0,978
glycosomal malate
dehydrogenase -0,944
putative endoplasmic
reticulum oxidoreductin -0,938
dehydrogenase-like protein -0,888
putative short chain 3-
hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase -0,825
fatty acid desaturase -0,700
aldehyde dehydrogenase,
mitochondrial precursor -0,696
conserved hypothetical
protein
(134063632) -0,662
putative C-1-tetrahydrofolate
synthase, cytoplasmic -0,655
Oxidoreductase activity, 35,57
acting on a sulfur group of (1,03e-3) putative endoplasmic reticulum
donors, disulfide as acceptor oxidoreductin -0,938
conserved hypothetical
protein (134063632) -0,662

Tabela 4: Proteinas diferencialmente abundantes mapeadas na analise de enriquecimento de
Ontologia Génica (GO) de Processo Biologico. Proteinas classificadas pela razéo L. braziliensis
causadoras de lesdes atipicas (LbLA) em comparagao com L. braziliensis causadoras de lesdes
tipicas (LbLT) (LbLA/ LbLT). Em negrito proteinas encontradas em mais de um termo.
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GO Termo Fold Proteinas Razao
change (Fold change
Log2 -
(P value) LbLA/LbLT)
Proteinas positivamente
reguladas
Peptide metabolic process 2,47 putative 60S ribosomal protein 1,807
and (1,49e-4) L10a
Cellular amide metabolic 2,38 40S ribosomal protein S24e 1,398
process (2,42e-4)
60S ribosomal protein L32 1,357
putative DNA-directed RNA 1,342
polymerase I
FtsJ-like_methyltransferase 1,287
conserved hypothetical protein 1,119
putative 60S acidic ribosomal 1,048
protein
putative 40S ribosomal protein 1,041
S30
conserved hypothetical protein 0,891
60S_acidic_ribosomal_protein_P2 0,816
acidic ribosomal P2 beta protein
0,769
putative 60S ribosomal protein 0,712
L13a
thiol-dependent_reductase_1 0,709
putative 60S ribosomal protein 0,708
L19
putative arginyl-tRNA synthetase 0,669
putative ribosomal protein S7 0,624
putative asparaginyl-tRNA 0,623
synthetase
putative ribosomal protein 135a 0,616
putative ribosomal protein L27 0,609
putative ribosomal protein L15 0,601
putative 60S ribosomal protein L5 0,601
Cellular nitrogen 2,22 putative 60S ribosomal protein
compound biosynthetic (4,68e-5) L10a
process 1,807



40S ribosomal protein S24e

60S ribosomal protein L32
putative DNA-directed RNA
polymerase I

FtsJ-like_methyltransferase

DNA_primase_large_subunit
Chain B, Dihydroorotate
dehydrogenase

nucleoside diphosphate kinase b
putative 60S acidic ribosomal

protein

putative 40S ribosomal protein
S30

deoxyribose-phosphate_aldolase
conserved hypothetical protein
kynureninase

conserved hypothetical protein
60S_acidic_ribosomal_protein_P2

inosine-guanosine_transporter
acidic ribosomal P2 beta protein

putative methylthioadenosine
phosphorylase
putative 60S ribosomal protein

L13a

putative 60S ribosomal protein
L19

putative arginyl-tRNA synthetase
putative ribosomal protein S7
putative asparaginyl-tRNA
synthetase

putative ribosomal protein 135a
putative ribosomal protein L27

putative ribosomal protein L15
putative 60S ribosomal protein L5

1,398
1,357

1,342
1,287
1,237

1,224
1,072

1,048

1,041
0,969
0,954
0,952
0,891

0,816
0,770

0,769

0,717

0,712

0,708
0,669
0,624

0,623
0,616
0,609
0,601

0,601

60
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Tabela 5: Proteinas diferencialmente abundantes mapeadas na analise de enriquecimento de
Ontologia Génica (GO) de Componente Celular. Proteinas classificadas pela razéo L. braziliensis
causadoras de lesdes atipicas (LbLA) em comparacdo com L. braziliensis causadoras de lesdes
tipicas (LbLT) (LbLA/ LbLT). Em negrito proteinas encontradas em mais de um termo.

GO Termo Fold Proteinas Razao
change (Fold change
Log2 -
(P value) LbLA/LbLT)
Proteinas positivamente
reguladas
prefoldin complex 14,06 conserved hypothetical protein 4,293
(8,19e-4) (154345556)
conserved hypothetical protein 0,946
(154334040)
hypothetical protein (1691132748) 0,763
cytosolic large ribosomal 2,22
subunit (4,68e-5) RNA binding protein-like protein 0,781
hypothetical_protein (1691132273) 0,769
acidic ribosomal P2 beta protein 0,768
protein phosphatase type 1
regulator-like 0,632
Proteinas negativamente
reguladas
envelope 2.64 conserved hypothetical protein
(2.32e-3) (154343734) -1,016
organelle envelope 2.64 conserved hypothetical protein
(2.32e-3) (134065654) -0,978
organelle membrane 2,21 conserved hypothetical protein
(1.52e-2) (154336277) -0,977
GTP-binding protein, putative -0,900
DREV_methyltransferase -0,866
cytochrome_c -0,841
conserved hypothetical protein
(134061211) -0,797
conserved hypothetical protein
(154339936) -0,778
conserved hypothetical protein -0,754
(134059324)
conserved hypothetical protein
(154344621) -0,748
conserved hypothetical protein
(154344375) -0,721
hypothetical_protein
(1527124625) -0,717
putative cytochrome c oxidase
assembly factor -0,685
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rieske_iron-sulfur_protein -0,683
cytochrome c oxidase subunit IV -0,628
conserved hypothetical protein
(134065590) -0,627
putative ATPase beta subunit -0,615
small_nuclear_ribonucleoprotein -0,607
conserved hypothetical protein
(154340649) -0,599
Ras-related_protein_RAB2B -0,588
respirasome 6.29 cytochrome_c -0,841
(1.86e-2) conserved hypothetical protein -0,754
(134059324)
conserved hypothetical protein
(154344375) -0,721
rieske_iron-sulfur_protein -0,683
cytochrome c oxidase subunit IV -0,628
cytochrome complex 13.47 conserved hypothetical protein -1,213
(134062683)
(1.86e-2) conserved hypothetical protein -0,721
(154344375)
rieske_iron-sulfur_protein -0,683
cytochrome c oxidase subunit IV -0,628
putative protein phosphatase 2A -0,586
regulatory subunit
mitochondrial protein- 2.25 conserved hypothetical protein -1,016
containing complex (4.74e-2) (154343734)
conserved hypothetical protein -0,977
(154336277)
conserved hypothetical protein -0,900
(134060397)
dehydrogenase-like protein -0,888
conserved hypothetical protein -0,781
(389602236)
conserved hypothetical protein -0,778
(154339936)
conserved hypothetical protein -0,721
(154344375)
hypothetical_protein -0,717
(1527124625)
conserved hypothetical protein -0,689
(154332161)
putative mitochondrial processing -0,682
peptidase alpha subunit
conserved hypothetical protein -0,667
(134063585)
cytochrome c oxidase subunit IV -0,628
putative ATPase beta subunit -0,615
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polymeric cytoskeletal 3.70

fiber kinetoplastid membrane protein-11 -2,363
(4.74e-2) Dbeta tubulin -1,937

beta tubulin -1,318

alpha_tubulin -1,076

katanin-like protein -1,048

alpha_tubulin -0,675

5.8 Predicao de Interagao Proteina-Proteina (PPI)

Para identificar possiveis interacdes entre as proteinas identificadas, uma analise de
predigcdo de interagbes de proteinas foi realizada usando String 11.0 e editadas no
Cytoscape 3.4.0. A rede obtida foi composta por 21 proteinas reguladas positivamente e
9 reguladas negativamente. As proteinas reguladas positivamente que interagem umas
com as outras, sao representadas principalmente por proteinas redutases, e de forma
semelhante, as proteinas reguladas negativamente que interagem entre si, foram
representadas principalmente por proteinas desidrogenases. Além disso, é possivel
observar as interagdes entre as proteinas ribossomais, todas elas reguladas
positivamente em cepas isoladas de lesbes atipicas em comparagao com cepas isoladas

de lesbes tipicas (Figura 8).
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Figura 8. Predicao de interacao entre proteinas diferencialmente abundantes em L.
braziliensis que fazem parte das categorias de GO enriquecidas. Vermelho e verde
representam proteinas reguladas positivamente e negativamente, respectivamente, na
comparacao LbLA vs LbLT.

5.9 Andlise de enriquecimento de vias metabdlicas

A ferramenta KEGG foi usada para identificar as vias mais relevantes associadas as
proteinas reguladas nas formas promastigotas de Leishmania que causam lesoes
atipicas. No que diz respeito as proteinas com regulagao positiva, a analise mostrou o
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enriquecimento de cinco vias: metabolismo de cisteina e metionina (p=1,58e-4, com 10
proteinas), metabolismo da glutationa (p=5,96e-3, com 6 proteinas), metabolismo da
fenilalanina (p=6,79e-3, com 6 proteinas), biossintese da unidade de agucar policetideo
(p=8,46e-3, com 6 proteinas) e metabolismo da tirosina (p=9,85e-3, com 9 proteinas).
Em contrapartida, proteinas reguladas negativamente participaram de seis vias: vias de
fixacado de carbono em procariontes (p=1,37e-4, com 8 proteinas); degradacao da valina,
leucina e isoleucina (p=4,60e-3, com 5 proteinas); degradagéo de benzoato (p=7,99e-3,
com 5 proteinas); metabolismo do dicarboxilato e glioxilato (p=8,69e-3, com 5 proteinas);
degradacgao de geraniol (p=9,85e-3, com 3 proteinas); e um pool de carbono por folato
(p=9,85e-3, com 3 proteinas) (Figura 9). Proteinas pertencentes a cada via estao listadas
na Tabela 6, onde se observa que cada proteina participa de mais de uma via exceto no
caso do metabolismo da glutationa. Para verificar as interagdes entre as proteinas
identificadas pertencentes as vias enriquecidas, uma analise de predicao de interagdes
de proteinas foi realizada (Figura 10), destacando que as desidrogenases foram
regulados negativamente e interagem entre si, e tripanotiona e triparedoxina foram

regulados positivamente e interagem uma com a outra.
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Figura 9. Analise do enriquecimento de vias metabdlicas por KEGG. Distribuicdo de
proteinas com base em vias metabolicas em L. braziliensis causadoras de lesbes atipicas (LbLA)
em comparagado com L. braziliensis causadoras de lesbes tipicas (LbLT). Em vermelho, vias
metabdlicas enriquecidas no grupo de proteinas reguladas positivamente; em verde, vias
metabdlicas enriquecidas no grupo de proteinas reguladas negativamente. Termos
representados por p < 0,01 no teste exato de Fisher.

Tabela 6: Vias metabdlicas por KEGG das proteinas reguladas diferencialmente em L.
braziliensis causadoras de lesdes atipicas (LbLA) em comparag¢ao com L. braziliensis causadoras
de lesdes tipicas (LbLT). Em negrito, proteinas que estdo em mais de uma via.

Vias Metabodlicas PROTEINAS RAZAO
(LbLA / LbLT)

Proteinas reguladas
positivamente

Cysteine and methionine

metabolism putative thymine-7-hydroxylase 1,456
FtsJ-like_methyltransferase 1,287
putative sterol 24-c-methyltransferase 0,815
putative methylthioadenosine 0717
phosphorylase ’
conserved hypothetical protein 0.686
(134063540) ’
putative aspartate aminotransferase 0,679

putative branched-chain amino acid

. 0,639
aminotransferase
tyrosine aminotransferase 0,628
putative arginine N-methyltransferase,
0,617
type llI
putative malate dehydrogenase 0,586
Glutathione metabolism trypanothione reductase 2,417
hypothetical protein, unknown function 1795
(322504762) ’
tryparedoxin_peroxidase 0,994
thiol-dependent_reductase_1 0,709
putative trypanothione synthetase 0,690
putative glutaredoxin-like protein 0,649
Phenylalanine metabolism FtsJ-like_methyltransferase 1,287
putative sterol 24-c-methyltransferase 0,815
conserved hypothetical protein 0686
(134063540) ’

putative aspartate aminotransferase 0,679
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tyrosine aminotransferase 0,628
conserved hypothetical protein 0598
(134063845) ’

Polyketide sugar unit

biosynthesis FtsJ-like_methyltransferase 1,287
putative sterol 24-c-methyltransferase 0,815
conserved hypothetical protein 0686
(134063540) ’
tyrosine aminotransferase 0,628
putative arginine N-methyltransferase,
type Il 0,617
putative lanosterol synthase 0,615

Tyrosine metabolism FtsJ-like_methyltransferase 1,287
putative sterol 24-c-methyltransferase 0,815
Acyltransferase 0,811
putative NADP-dependent alcohol 0.699
dehydrogenase ’
conserved hypothetical protein 0686
(134063540) ’
putative aspartate aminotransferase 0,679
tyrosine aminotransferase 0,628
putative arginine N-methyltransferase, 0617
type lll ’
putative lanosterol synthase 0,615

Proteinas reguladas

negativamente

Carbon fixation pathways in

prokaryotes mitochondrial malate dehydrogenase -1,150
glycosomal malate dehydrogenase -0,944
putative short chain 3-hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase -0,825
formate--tetrahydrofolate ligase -0,819
methylcrotonoyl-coa carboxylase -0.683
biotinylated subunit protein-like protein ’
putative C-1-tetrahydrofolate synthase,
cytoplasmic -0,655
enoyl-CoA hydratase/isomerase family 0623
protein, conserved ’
mitochondrial DNA topoisomerase I -0,609

Valine, leucine and isoleucine putative short chain 3-hydroxyacyl-CoA 0,825

degradation

dehydrogenase
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aldehyde dehydrogenase,

- - -0,696
mitochondrial precursor
methylcrotonoyl-coa carboxylase -0.683
biotinylated subunit protein-like protein ’
enoyl-CoA hydratase/isomerase family
. -0,623
protein, conserved
mitochondrial DNA topoisomerase Il -0,609
Benzoate degradation putative short chain 3-hydroxyacyl-CoA
-0,825
dehydrogenase
aldehyde dehydrogenase, -0.696
mitochondrial precursor ’
methylcrotonoyl-coa carboxylase 0683
biotinylated subunit protein-like protein ’
enoyl-CoA hydratase/isomerase family
. -0,623
protein, conserved
mitochondrial DNA topoisomerase I -0,609
Glyoxylate and dicarboxylate
metabolism mitochondrial malate dehydrogenase -1,150
glycosomal malate dehydrogenase -0,944
methylcrotonoyl-coa carboxylase -0.683
biotinylated subunit protein-like protein ’
enoyl-CoA hydratase/isomerase family
. -0,623
protein, conserved
mitochondrial DNA topoisomerase I -0,609
Geraniol degradation putative short chain 3-hydroxyacyl-CoA 0825
dehydrogenase e
aldehyde dehydrogenase,
- - -0,696
mitochondrial precursor
enoyl-CoA hydratase/isomerase family _0.623
protein, conserved ’
One carbon pool by folate putative short chain 3-hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase -0,825
aldehyde dehydrogenase, 0.696
mitochondrial precursor e
enoyl-CoA hydratase/isomerase family -0.623

protein, conserved
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Figura 10: Predi¢cdo de interagdo entre proteinas diferencialmente abundantes em L.(V)
braziliensis que fazem parte de vias metabodlicas enriquecidas na andlise pelo KEGG.
Vermelho e verde representam proteinas reguladas positivamente e negativamente,
respectivamente, na comparacéo LbLA vs LbLT.

5.6 Atividade de peroxidase

A glutationa (GSH) desempenha um papel central na defesa celular contra estresse
oxidativo. Nos tripanosomatideos, a remocgao de perédxidos € realizada pela triparedoxina
peroxidase (COLOTTI et al. 2013). A triparedoxina peroxidase foi encontrada entre as
proteinas pertencentes a via da glutationa (razdo LbLA vs. LbLT = 0,994). Portanto, a
capacidade antioxidante de diferentes cepas foi avaliada. Apés 30 min de exposicao a 50
MM de perdéxido de hidrogénio (H202), extratos proteicos de cepas pertencentes ao grupo
LbLA consumiram todo o H202, e por isso o desvio padrao nao pode ser calculado (Figura
11). Ja as cepas do grupo LbLT consumiu uma média de 15,7 yM de H20,. O consumo
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de perdxido de hidrogénio no grupo LbLA foi 3,01 vezes maior do que no grupo LbLT
(p<0,001; Figura 11).
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Figura 11. Atividade de peroxidase. Degradacao do peroxido de hidrogénio pelos lisados
celulares das formas promastigotas de diferentes cepas de Leishmania braziliensis. Em azul,
grupo tipica LbLT e em rosa, grupo atipica LbLA. Esses experimentos foram realizados duas
vezes em triplicadas. As dosagens do grupo LbLA excederam o teste (50uM) e, portanto, nenhum
desvio padrao pode ser calculado.

Uma vez que o grupo LbLA consumiu todo o peroxido de hidrogénio disponivel no
intervalo de 30 minutos, nds resolvemos dosar 0 consumo em tempos menores de
incubacdo. O consumo imediato (tempo de exposicao = 10 segundos) dos extratos
proteicos de cepas do grupo LbLA foi em média de 21,416 uM de H20O2 enquanto que no
grupo LbLT foi 14,808 uM de H20.. Apdés 30 segundos de exposi¢cao, LbLA consumiu
41,265 pM de H202 e LbLT consumiu 18,226 uM de H202. Em relagéo ao tempo de 60
segundos, LbLA consumiu 46,288 uyM de H2O2 e LbLT consumiu 15,117 pM de H202.
Finalmente, no tempo de incubacédo de 120 segundos o consumo pelos grupos LbLA e
LbLT foi de 50 uM e 16,016 uM de H2O2 respectivamente. O consumo de perdxido de
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hidrogénio no grupo LbLA foi 1,44; 2,27; 3,06 e 3,84 vezes maior do que no grupo LbLT
nos tempos 10, 30, 60 e 120 segundos respectivamente (p<0,05; Figura 11).
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Figura 12. Cinética da atividade peroxidase. Degradacao do peroxido de hidrogénio pelos
lisados celulares das formas promastigotas de diferentes cepas de Leishmania braziliensis nos
tempos 10, 30, 60 e 120 segundos. Em azul, grupo tipica LbLT e em rosa, grupo atipica LbLA.
Esses experimentos foram realizados duas vezes em ftriplicadas.
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6 DISCUSSAO

Os fatores que determinam a leishmaniose tegumentar atipica, frequentemente causada
por Leishmania (V.) braziliensis, ainda ndo sdo bem compreendidos. E possivel que
essas formas clinicas sejam determinadas por fatores do hospedeiro e do parasito, como
demonstrado para outras formas clinicas de leishmaniose. No entanto, a analise
histopatoldgica de amostras de tecido cutédneo e a expressao de citocinas/quimiocinas
em bidpsias de pele de pacientes com LTA atipica ndo mostraram associagdo com o tipo
de lesdo (COSTA-SILVA et al., 2014). Em contraste, o parasito apresentou polimorfismo
genético correlacionado com manifestagées clinicas atipicas (QUARESMA et al., 2018)
e foi mais resistente ao antimonato de N-metilglucamina (RUGANI et al., 2019) e ainda
casos clinicos tém sido associados a falhas terapéuticas (GUIMARAES et al., 2016).
Assim, realizamos uma analise protedmica comparativa para identificar proteinas
diferencialmente abundantes entre cepas de L. (V.) braziliensis isoladas de lesdes
atipicas (LbLA) em comparagdo com isoladas de lesbes tipicas (LbLT). As cepas
utilizadas no presente estudo foram previamente caracterizadas quanto ao polimorfismo
genético, bem como quanto a resisténcia ao antimonato de N-metilglucamina; as cepas
tipicas sao geneticamente ndo polimérficas e sensiveis ao glucantime, enquanto as
cepas atipicas sdo geneticamente polimérficas e resistentes ao antimonato de N-
metilglucamina (RUGANI et al., 2018; QUARESMA et al., 2018).

Uma vez que nao esta claro o papel do parasito no desdobramento das manifestagées
clinicas das infec¢des por L. braziliensis, este estudo visa contribuir para o conhecimento

dos fatores envolvidos nesse pleomorfismo.

Neste estudo, nés quantificamos 4.048 proteinas, das quais 39% sao consideradas
proteinas hipotéticas. Os dados que coletamos representam 48,6% do genoma atual, que
codifica aproximadamente 8.314 proteinas (PEACOCK et al., 2007). Esses resultados
coincidem com a composi¢cao do proteoma de Leishmania spp, que também € composto
por cerca de 40% de proteinas hipotéticas (SANCHIZ et al., 2020). Outros pesquisadores
ja estudaram o proteoma de diferentes espécies de Leishmania. Nirujogi e colaboradores
(2014) identificaram 3.386 proteinas em L. donovani nos estagios de promastigotas e
amastigotas usando digestdo com tripsina em gel, seguida por cromatografia de troca
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catiénica forte (SCX) e analisadas por LC-MS/MS usando o espectrdbmetro de massa
LTQ-Orbitrap Velos ETD. Também em 2014, Pawar et al. identificaram 3.613 proteinas
no estagio promastigota de L. major utilizando da mesma metodologia. Ja para
promastigotas de L. infantum, Sanchiz et al. (2020) identificaram 2.352 proteinas que
foram analisadas por RP-LC-MS/MS em um sistema Easy-nLC Il acoplado a um
espectrémetro de massa hibrido LTQ-Orbitrap-Velos-Pro. O numero de proteinas que
identificamos neste estudo € expressivo e demonstra a eficiéncia da abordagem

protedmica utilizada em comparagao com estudos anteriores.

A analise proteOmica comparativa revelou 254 e 196 proteinas com abundancia
aumentada e diminuida, respectivamente, em linhagens atipicas em comparagédo com
linhagens tipicas e presentes em pelo menos dois sets. Para identificar potenciais fatores
relacionados a cada cepa, as proteinas foram categorizadas em grupos funcionais com
base na fungédo molecular (FM), no processo bioldgico (PB) e nos componentes celulares
(CC), seguido de analise de predi¢do de interagdes proteicas (PPI), bem como analise
de enriquecimento de via metabdlica usando a ferramenta KEGG. Os dados apontaram
atividade redox regulada positivamente na cepa atipica, entre outros, e o teste de

atividade peroxidase validou os achados.

Dentro do hospedeiro mamifero, o parasito Leishmania vive no ambiente enzimatico letal
das células do sistema mononuclear fagocitario, onde lidam com o estresse oxidativo
gerado por estas células para que elas sobrevivam. A sobrevivéncia do parasito é
atribuida a um metabolismo redox unico com o qual o parasito evoluiu. No presente
estudo, a atividade oxidoredutase de proteinas que atuam em doadores de grupos de
enxofre foi regulada positivamente em cepas atipicas em comparagao com cepas tipicas.
Nossos resultados mostram que neste processo cinco proteinas foram aumentadas,
representadas principalmente pela tripanotiona redutase (TR), com maior razéo positiva
(2,42) seguida pelo peptideo metionina sulféxido redutase-like (Msr) (razdo =1,06). Tanto
TR quanto Msr sao proteinas que catalisam reacdes de reducédo e contribuem para as
defesas antioxidantes desses parasitos. A TR é uma enzima encontrada nos
tripanossomatideos, equivalente a glutationa redutase (MITTAL et al., 2005; COLOTTI et
al., 2013). A TR neutraliza o peréxido de hidrogénio produzido pelos macréfagos durante
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a infeccdo por meio do sistema triparedoxina/triparedoxina peroxidase | (TXN/TXNPXx)
(COLOTTI et al., 2013). Portanto, a inibicdo do TR aumenta os niveis intracelulares de
espécies reativas de oxigénio que séo letais ao parasito. Da mesma forma, Msr é uma
proteina que catalisa a reacao de reducgao, neste caso, reduzindo os residuos de
metionina oxidada. Rodriguez-Veja et al. (2021) mostraram que cepas de L. braziliensis
relacionados a leishmaniose disseminada (LD) também podem ter uma maior resisténcia
ao estresse oxidativo, mediado pelo aumento da abundéancia das proteinas tripanotiona
redutase e tiorredoxina. Consistentemente, a interrupcdo do gene da tripanotiona
redutase diminui a infectividade da Leishmania e sua capacidade de sobreviver dentro
do macrofago. Assim, nossos resultados indicam que os parasitos causadores de lesdes
atipicas apresentam maior abundéancia de algumas proteinas relacionadas a homeostase

redox, o que pode conferir maior sobrevivéncia no interior dos macrofagos.

Os compostos contendo antimdnio pentavalente (estibogluconato de sédio Pentostam ®
e N-metil-glucamina Glucantime ®) tém sido os medicamentos de primeira linha para o
tratamento de todas as formas clinicas de leishmaniose desde 1940 (DAVIDSON, 1999)
e, como nenhuma vacina humana esta disponivel para uso clinico, a quimioterapia com
antiménio pentavalente ainda é o controle mais importante para a leishmaniose. O
mecanismo de agdo do antiménio nao foi totalmente elucidado; no entanto, acredita-se
que Sblll (stibogluconato) gere disturbios no potencial tiol redox do parasito, induzindo o
efluxo de tidis intracelulares e inibindo a tripanotiona redutase, resultando em morte
celular por estresse oxidativo (WYLLIE et al., 2004). O teste de suscetibilidade ao
antiménio (ensaio EC 50) revelou que as linhagens de L. braziliensis superexpressando
a triparedoxina peroxidase citosélica (cTXNPx) tiveram um aumento de 2 vezes na
resisténcia a Sblll em comparagdo com a linha parental ndo transfectada. Além disso,
esses clones foram mais tolerantes ao H202 exdgeno do que a linha parental ndo
transfectada (MOREIRA & MURTA, 2016). Da mesma forma, a superexpressao de
nucleosideo difosfato quinase b e fator de alongamento 2 resulta em um aumento na
resisténcia Sblll em L. braziliensis (ANDRADE & MURTA, 2014). Corroborando com os
dados da literatura, os resultados do presente trabalho, no qual utilizamos cepas
naturalmente resistentes ao antiménio que causam leishmaniose tegumentar atipica,

mostraram que essas cepas apresentam proteinas com fungdes redutases reguladas
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positivamente (tripanotiona redutase, tiorredoxina, peptideo metionina sulfoxido
redutase-like, tiol- dependente redutase 1, nucleosideo difosfato quinase b, desoxirribose
fosfato aldolase e metiltioadenosina fosforilase, que interagem entre si (Figura 8).
Algumas dessas proteinas também participam do metabolismo da glutationa (uma das
vias de enriquecimento mostradas pela ferramenta KEGG). As cepas mostraram
atividade de peroxidase 3,01 vezes maior do que as tipicas no tempo de incubagao de
30 minutos (P <0,001, figura 11). Como ja mencionado, as cepas atipicas utilizadas no
presente estudo foram previamente caracterizadas como resistentes ao antimonato de
N-metilglucamina (RUGANI et al., 2018), entdo, acreditamos que, coletivamente, foi
possivel identificar as proteinas relacionadas a resisténcia ao antiménio e provar a maior
atividade da peroxidase nas cepas do grupo LbLT. Esses dados langam nova luz sobre

os casos de LTA atipicos que tém sido associados a falhas terapéuticas.

Portanto, em relagao as categorias de fungdes moleculares, observamos enriquecimento
de “Atividade inibidora da enzima” como termos regulados positivamente em cepas
atipicas, incluindo as proteinas ecotina, ecotina-like e inibidor de proteina fosfatase 2
(IPP-2). A ecotina € um inibidor de serina protease produzido por centenas de espécies
microbianas, bem como alguns patégenos como Leishmania spp. Os parasitos codificam
inibidores da serina protease (ISP), que realizam a inibicdo das serina proteases do
sistema de resposta imune e manipulam os processos fisioldgicos do hospedeiro para
garantir sua sobrevivéncia. Em L. major, o ISP tem como alvo as serina peptidases do
hospedeiro e influencia os estagios iniciais da infeccdo do hospedeiro mamifero
(ESCHENLAUER et al., 2009). Alam et al. (2016) identificou, purificou e caracterizou uma
ISP endégena de uma cepa indiana de L. donovani, que causa leishmaniose visceral
fatal, e esses inibidores mostram eficacias variadas e totalmente contrastantes em
relacao as serina proteases préprias, bem como de organismos superiores. Para os
autores, isso indica que ele acelera a progressao da doencga e impulsiona a sobrevivéncia
do parasito ao inibir as atividades das serina proteases do hospedeiro. Posteriormente,
foi demonstrado que a ecotina bloqueia a ativacao da via da lectina do complemento por
meio da inibigdo de suas principais enzimas ativadoras, MASP-1 e MASP-2. Além disso,
ao inibir a MASP-3, a ecotina também interrompe a ligagcao fundamental entre a lectina e

as vias alternativas. Assim, a ecotina é uma ferramenta de autodefesa potente e versatil
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que bloqueia multiplas atividades antimicrobianas no soro. Essas descobertas sugerem
que a ecotina pode ser um alvo relevante de drogas antimicrobianas (NAGY et al., 2019).
Assim, nossos dados sugerem que a ecotina pode ser um novo alvo de farmaco a ser
testado em cepas resistentes ao antiménio, conforme ja mencionado. Nossos dados
também mostraram regulagdo positiva do inibidor da proteina fosfatase 2 (IPP-2). A
fosforilacdo e a desfosforilagdo de proteinas sdo bem reconhecidas como processos
importantes que regulam multiplos mecanismos fisioldgicos. Até o momento, ndo ha
relatos de IPP-2 de Leishmania; entretanto, € uma proteina envolvida na regulagao de
fosfoproteinas e na regulagdo da transdugado de sinal capaz de impedir a atividade de
uma proteina fosfatases, enzimas que hidrolisam grupos fosfato de proteinas
fosforiladas. A regulagao positiva dos inibidores da fosfatase, consequentemente, permite
maior atividade de proteinas fosforiladas, que estdo associadas a diversas funcdes
celulares, incluindo glicdlise, motilidade, mitose, apoptose, progressao do ciclo celular e
transducdo de sinal (QURESHI et al., 2019).

Um agrupamento de varias proteinas ribossémicas interagindo entre si foi observado com
enriquecimento de processos biologicos. Sao o total de 12 (de 27) proteinas
ribossémicas, das quais 9 interagem entre si e todas sao reguladas positivamente em
cepas de lesdes atipicas. Os ribossomos eucariéticos possuem aproximadamente 70
proteinas, das quais 30 estao presentes na subunidade menor e 40 na subunidade maior
(TSURUGI et al., 1978), sugerindo, portanto, que 12 proteinas reguladas podem nao
estar relacionadas ao aumento da atividade ribossdmica. No entanto, em Leishmania
spp., as proteinas relacionadas ao ribossomo tém sido consideradas moléculas
relevantes durante a infecgdo e demonstraram modular a atividade celular e a liberagao
de citocinas (CORDEIRO-DA-SILVA et al., 2001). Portanto, sdo bons candidatos a
vacinacado (IBORRA et al., 2008; BRITO et al., 2017). Essas proteinas ribossémicas
poderiam estar associadas a modulacédo da resposta imune, favoravel aos parasitos de
linhagens atipicas cuja duragdo da doenga foi significativamente maior entre os
individuos com LTA conforme relatado em Guimaraes et al. (2016).

Nossos resultados também demonstram regulagcdo negativa da atividade da
oxidorredutase, atuando no grupo de doadores CH-OH, bem como atuando em um grupo
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de doadores de enxofre, dissulfeto como aceptor, grupos representados principalmente
por malato desidrogenase e colina desidrogenase em cepas atipicas em comparagao
com cepas tipicas. Nesse caso, as razdes negativas mais significativas foram malato
desidrogenase (-1,15) e colina desidrogenase (-1,06). Além disso, essas categorias
incluiam varias desidrogenases reguladas negativamente (malato desidrogenase, colina
desidrogenase, proteina semelhante a desidrogenase, 3-hidroxiacil-CoA desidrogenase
de cadeia curta e aldeido desidrogenase) que interagem umas com as outras (Figura 8).
As desidrogenases sdo enzimas oxidoredutases que catalisam a transferéncia de
hidrogénio e um par de elétrons de um substrato reduzido, que € oxidado na reagéo, para
uma molécula receptora de elétrons, que por sua vez, & reduzida. Em eucariotos
superiores, o MDH mitocondrial (MMDH) esta envolvido na transferéncia de equivalentes
redutores do citosol para a mitocéndria, o que é essencial para a atividade da via
glicolitica no citosol. A MDH foi demonstrada na Leishmania ha mais de 20 anos
(MOTTRAM & COOMBS, 1985), embora os papéis metabdlicos das isoenzimas da MDH
nos tripanossomatideos ainda ndo tenham sido claramente estabelecidos. Leroux et al.
(2006) demonstraram a presenca de trés proteoformas de MDH com propriedades
bioquimicas ligeiramente distintas e diferentes localizagbes subcelulares (mitocondrial e
citosodlica) em Leishmania spp., e verificaram que essas isoenzimas sdo notavelmente
mais abundantes em amastigotas do que em promastigotas de L. mexicana. Esses
autores presumiram que as caracteristicas funcionais e bioquimicas dessas isoenzimas
refletem a adaptagcao metabdlica as diferentes fontes de nutrientes que esses parasitos
tém de enfrentar durante seu ciclo de vida. Em L. braziliensis, MDH foi inferido por
homologia, entretanto, em consonancia com o presente trabalho, o estudo de Rezende
et al. (2017) encontraram MDH em L. amazonensis. Da mesma forma, a presenca de
colina desidrogenase em Leishmania spp. foi inferido por homologia. Assim, até o
momento, ndo ha relatos de dados de atividade experimental envolvendo malato
desidrogenase e colina desidrogenase em Leishmania spp., podendo-se especular sobre

o papel dessas enzimas em relagdo as cepas estudadas no presente trabalho.

Outra regulacdo negativa observada em cepas atipicas foi relacionada a atividade
serina/treonina quinase pelas proteinas-alvo putativas da rapamicina (TOR) e proteina

quinase 1 quinase. Inicialmente, os TORs foram identificados por mutagdes que conferem
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resisténcia a um potente metabdlito antifungico chamado rapamicina (HEITMAN et al.,
1991). As quinases TOR s&o os principais reguladores mestres em eucariotos, ligando
as condi¢cbes ambientais, como a disponibilidade de nutrientes e estimulos, a sintese de
proteinas € a maquinaria do ciclo celular para coordenar o crescimento e a replicagao
celular. Os parasitos Leishmania TOR mutantes foram incapazes de sobreviver ou
replicar em macrofagos in vitro ou de induzir patologia ou estabelecer infecgbes em
camundongos in vivo. A perda de viruléncia esta associada a um defeito na formacéo do
acidocalcissoma, uma organela unica dos protozoarios que desempenha um papel
importante no metabolismo energético (MADEIRA DA SILVA & BEVERLEY, 2010). Com
base nesses dados, a regulagdo negativa de TOR em cepas atipicas poderia conferir
menor viruléncia a essa cepa em comparagao com cepas tipicas; no entanto, apenas
uma proteina nao é suficiente para determinar a viruléncia. Assim, nao podemos inferir o
papel da regulagdo dessa proteina nas cepas estudadas. Da mesma forma, a regulagao
negativa da proteina quinase 1 sozinha é muito dificil de especular pois pertence a uma
importante familia de proteinas. Varios estudos exploraram o papel individual proteinas
quinases na sobrevivéncia de promastigotas de Leishmania, diferenciagao metaciclica e
replicacdo de amastigotas, bem como seu papel na infectividade. Baker e colaboradores
(2021) identificaram reguladores de diferenciagdo ou sobrevivéncia em uma analise
funcional sistematica de proteinas quinases de Leishmania. Eles aplicaram delecao de
genes em todo o quinoma em promastigotas de L. mexicana para definir proteinas
quinases com funcbes de transicdo do ciclo de vida. Enquanto 162 genes sao
dispensaveis, 44 genes de proteinas quinases sao refratarios a delecdo em
promastigotas e sdo provaveis genes centrais necessarios para a replicagéo do parasito.
Portanto, para entender o papel dessa fungao molecular e suas proteinas com diminuicéo

de abundancia, sdo necessarios mais estudos nas cepas utilizadas no presente trabalho.

Em relagcdo as proteinas pertencentes aos componentes celulares enriquecidos,
observamos que cerca de metade das proteinas (48,2%) encontradas sao anotadas
como hipotéticas, o que limita a nossa especulagao sobre o papel destas com o fendtipo
observado. No entanto entre as proteinas com diminuicdo de abundancia encontramos
GTP binding (-0,977), citocromo C (-0,841) e citocromo C oxidase subunidade IV (-0,628)
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fazendo parte dos componentes celulares enriquecidos como envelope e membrana de

organelas.

As proteinas de ligagdo guanosina-5'-trifosfato (GTP-binding) interagem com a molécula
de guanosina ftrifosfato (GTP) para executar diversas fung¢des bioldgicas. Elas séo
encontradas em todos os tipos de células e sao altamente conservadas na evolucgao,
indicando que sao importantes para a sobrevivéncia dos organismos. Em Leishmania spp
as proteinas GTP-binding tém sido relacionadas com as vias de secregéo do parasita em
resposta ao ambiente e sua comunicagdo com a célula hospedeira durante a infec¢ao
ativa (ALVES-FERREIRA et al. 2015). Além disso, as proteinas GTP-binding em
Leishmania estdo sendo investigadas como possiveis alvos para imunoterapia, uma vez
que essas proteinas podem desempenhar um papel na resposta imunoldgica do
hospedeiro. Estudos tém mostrado que a vacinagdo com proteinas GTP-binding pode
induzir uma resposta imune protetora contra a infec¢ao por Leishmania infantum (LAGE
et al. 2022).

O mesmo acontece com as proteinas citocromo C e citocromo C oxidase subunidade IV.
O citocromo ¢ é uma proteina importante na cadeia transportadora de elétrons da
mitocondria, que desempenha um papel crucial na geragao de energia celular em muitos
organismos, incluindo Leishmania. Essa proteina é codificada por um gene do mesmo

nome, e sua sequéncia de aminoacidos ¢é altamente conservada entre as espécies.

Em Leishmania, o citocromo c é essencial para a sobrevivéncia e proliferagao do parasito
(SHAHEEN et al. 2021; CARDENAS et al. 2015). Esta proteina faz parte do complexo
enzimatico localizado na membrana mitocondrial interna de células eucarioticas sendo
um constituinte terminal chave das cadeias de transporte de elétrons necessarias para
gerar um potencial de membrana mitocondrial para a sintese de trifosfato de adenosina
(ATP). Estudos anteriores mostraram que a diminuicdo da expressao do gene do
citocromo ¢ em Leishmania major resultou em diminuigao da viabilidade celular, funcéo
mitocondrial defeituosa a 35 °C, parasitismo macrofagico diminuido e
termossensibilidade (CARDENAS et al. 2015). Em outro estudo a delegdo do gene
responsavel pela transcricao do componente Ldp27 que faz parte do complexo Citocromo
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C Oxidase em L. donovani, gerou parasitos com viruléncia diminuida em experimentos in
vitro e in vivo (DEY et al. 2010).

Uma vez que a menor abundancia das proteinas GTP-binding e citocromo C é observado
nas cepas atipicas, presume-se que o aumento de abundancia das proteinas de
oxirredugao encontradas nos processos bioldgicos e fungdes moleculares enriquecidas

seja efetivamente responsavel pelos fendtipos observados nessas cepas atipicas.

Os resultados aqui apresentados mostram que a comparagao entre cepas atipicas e
tipicas de L. braziliensis permitiu a identificacdo reprodutivel de varias proteinas que
distinguem os dois grupos. De maneira geral, cepas isoladas de formas atipicas
apresentaram aumento de abundancia de proteinas que podem conferir maior
sobrevivéncia dentro de macréfagos, proteinas que influenciam os estagios iniciais da
infeccdo do hospedeiro mamifero e proteinas associadas a resisténcia a terapia
antimonial. Além disso, a atividade da peroxidase foi 3,01 vezes maior nas cepas atipicas

do que nas cepas tipicas.
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7 CONCLUSOES

O nosso estudo identificou um total de 4.048 proteinas que representam cerca de 48%
do genoma de L. braziliensis. Com isso, fornecemos o proteoma mais completo e
experimentalmente comprovado até o momento para essa espécie. Esse resultado é um

passo significativo na compreensao da biologia molecular de L. braziliensis.

Ao comparar proteinas presentes em promastigotas de cepas de L. braziliensis isoladas
de lesdes atipicas e tipicas, encontramos diferengas significativas em suas abundancias.
A anadlise dessas cepas permitiu a identificagao reprodutivel de varias proteinas que
distinguem os dois grupos. Isso pode levar a novas estratégias para o tratamento de

diferentes tipos de lesbes causadas por L. braziliensis.

Ao analisar cepas isoladas de L. braziliensis causadoras de lesdes atipicas, notamos uma
regulagao positiva de proteinas que podem conferir maior sobrevivéncia dentro de
macrofagos. Além disso, identificamos proteinas que influenciam os estagios iniciais da
infeccdo do hospedeiro mamifero e proteinas associadas a resisténcia a terapia com
antimoénio. Esses achados sugerem que as cepas causadoras de lesdes atipicas podem

ter vantagens adaptativas em relagao as cepas causadoras de lesoes tipicas.

Por fim, descobrimos que as cepas causadoras de lesdes atipicas apresentam atividade
da peroxidase 3,01 vezes maior do que nas cepas causadoras de lesdes tipicas. Essa
descoberta pode contribuir para a compreensdao dos mecanismos moleculares

subjacentes as diferentes apresentagdes clinicas de L. braziliensis.

Os dados gerados até o momento foram publicados (anexo) e se encontram na seguinte
referéncia: Esteves BB, Melo-Braga MN, Gorshkov V, Verano-Braga T, Larsen MR,
Gontijo CMF, Quaresma PF, Andrade HM. 2022. Characterization of Differentially
Abundant Proteins Among Leishmania (Viannia) braziliensis Strains Isolated From
Atypical or Typical Lesions. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology. 12: 2235-
2988. DOI:10.3389/fcimb.2022.824968.
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Leishmania (Viannia) braziliensis is the main etiological agent of cutaneous and
mucocutaneous leishmaniasis in Latin America. Non-ulcerated atypical tegumentary
leishmaniasis cases caused by L. braziliensis have been reported in several regions of
the American continent, including the Xacriaba indigenous reserve in Sao Jofo das
MissGes/Minas Gerais, Brazil. Parasites isolated from these atypical clinical lesions are
resistant to antimony-based therapeutics. In the present study, proteins displaying
differential abundance in two strains of L. braziliensis isolated from patients with atypical
lesions compared with four strains isolated from patients with typical lesions were
identified using a quantitative proteomics approach based on tandem mass tag labeling
(TMT) and mass spectrometry. A total of 532 (P<0.05) differentially abundant proteins
were identified (298 upregulated and 234 downregulated) in strains from atypical lesions
compared to strains from typical lesions. Prominent positively regulated proteins in
atypical strains included those that may confer greater survival inside macrophages,
proteins related to antimony resistance, and proteins associated with higher peroxidase
activity. Additionally, we identified proteins showing potential as new drug and vaccine
targets. Our findings contribute to the characterization of these intriguing L. braziliensis
strains and provide a novel perspective on Atypical Cutaneous Leishmaniasis (ACL) cases
that have been associated with therapeutic failures.

Keywords: Leishmania braziliensis, atypical wounds, proteome, abundance, TMT, antimony resistance
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1 INTRODUCTION

In different parts of the world, authors have referred to Atypical
Cutaneous Leishmaniasis (ACL) cases as sporotrichoid, reported
in Pakistan, but no Leishmania species was identified (Iftikhar
et al., 2003), erysipeloid, reported in Anatolia, Turkey, also
unidentified species of Leishmania (Karincaoglu et al, 2004),
recidiva cutis, caused by L. panamensis (Calvopina et al., 2005) or
zosteriform, reported in Iran (Omidian and Mapar, 2006). On
the other hand, Leishmania (Viannia) braziliensis is an
important Leishmania species that circulates in several North
and South American countries. This species can cause a wide
spectrum of clinical manifestations ranging from single and
typical lesions with a granular background and raised edges,
known as cutaneous leishmaniasis (CL), to the involvement of
nasal and oral mucous membranes, also known as the cutaneous-
mucosal or mucosal form (Lainson and Shaw, 1998). The
spectrum of injuries caused by L. braziliensis also includes
reports of atypical cutaneous leishmaniasis (ACL), with
characteristics such as papules, verrucous and keloid lesions,
and crusted and ulcerated plaques, distinct from those presented
by common injuries (Baptista et al., 2009; Guimaraes et al., 2009;
Quaresma et al, 2018). In an area hyperendemic for L.
braziliensis transmission in northeastern Brazil, ACL
accounted for 1.9% of all tegumentary leishmaniasis cases
(Guimaraes et al., 2009). Possible causes associated with ACL
are host immune status (pregnancy, co-morbidities,
immunosuppression (Iftikhar et al., 2003; Omidian and Mapar,
2006), environmental factors, and strain of the parasite
(Guimardes et al, 2016). However, the majority of such
patients do not present with clinical co-morbidities or HIV
infection and are not using immunosuppressive drugs (Da-
Cruz et al, 1999). Furthermore, L. braziliensis is characterized
by variable infectivity, virulence, and response to anti-
leishmanial therapy (Rego et al, 2018; Patino et al, 2019a);
thus, there is no consensus on the factors involved in cases of
ACL, although these data seem to suggest that parasite factors
may be more determinant.

In Brazil, ACL cases have been reported in the states of Rio de
Janeiro (Baptista et al., 2009), Bahia (Guimardes et al., 2009), and
Minas Gerais (Quaresma et al., 2018) and are associated with
genetic variations of the parasite and lower response to treatment
with antimonials. In the state of Minas Gerais (MG), ACL cases
were observed in patients from the Xacriaba indigenous reserve
located in the municipality of Sao Jodo das Missdes. The reserve
is predominantly composed of Brazilian savannah (cerrado)
vegetation, and Lutzomyia intermedia is the main vector of L.
(V.) braziliensis in this region (Rego et al., 2018). In patients from
Xacriaba, cytokine/chemokine expression in skin biopsies is
associated with the time of lesions, but not with the type of
injury. Additionally, histopathological analysis of cutaneous
tissue samples did not show any differences between patients
with different types of lesions (Costa-Silva et al., 2014). However,
genetic polymorphisms are correlated with typical or atypical
clinical manifestations (Quaresma et al., 2018). A large number
of therapeutic failures were observed in patients with atypical
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lesions, and an in vitro study of antileishmanial drug
susceptibility reported that strains from atypical manifestations
are more resistant to Glucantime, the antileishmanial treatment
recommended by the WHO (Rugani et al,, 2019). Moreover,
atypical manifestations have been demonstrated to be related to
therapeutic failure (Guimaraes et al., 2016).

Proteomic analysis is a fundamental tool for understanding
physiological processes and for studying the relationships
between the genotype and the phenotype. Quantitative
proteomics have been used for several Leishmania species in
studies aiming at different aspects of biology, such as identifying
protein modification during differentiation in L. donovani
(Pawar et al.,, 2020), identification of differentially abundant
proteins probably involved in the virulence of amastigote and
promastigote forms of L. infantum (Fialho-Junior et al, 2021),
and analysis of in vitro and in vivo models of cutaneous
leishmaniasis using L. amazonensis and L. major (Negrio
et al, 2019). Here, we performed a proteomic analysis using
TMT labeling followed by mass spectrometry (MS) to identify
differentially abundant proteins in L. braziliensis promastigotes
that cause typical and atypical lesions. Our findings contribute to
the characterization of the selected L. braziliensis strains,
highlighting the importance of conducting new studies to
elucidate the factors involved in the wide diversity of clinical
manifestations and drug response outcomes in clinical practice.

2 MATERIALS AND METHODS
2.1 Ethics Statement

Leishmania field strains were obtained from human patients
living in the Xacriaba indigenous community located in Sio Joao
das Missdes municipality, Minas Gerais, Brazil (Quaresma et al.,
2018). Samples from other endemic areas were obtained from the
outpatient care clinic at Centro de Referéncia em Leishmanioses
- Instituto René Rachou-IRR/FIOCRUZ from 1993 to 1998. All
patients involved in this study provided written informed
consent, and experimental procedures were approved by the
IRR Research Ethics Committee in Human Research, the
National Committee for Research Ethics (Comissio Nacional
de Etica em Pesquisa — CONEP; process 355/2008), and the
National Indian Foundation (PFundacdo Nacional do Indio -
FUNAL n° 149/CGEP/08).

2.2 Parasites

The L. braziliensis strains from typical (LbTL) lesions were isolated
from patients from Belo Horizonte, MG, Brazil, identified as
MHOM/BR/95/RR051 and BH17 and from Sio Jodo das
Missées, MG, Brazil identified as MHOM/BR/08/426 and
MHOM/BR/09/346. The strains from atypical lesions (LbAL)
were isolated from Sdo Jodo das Missdes, MG, Brazil, identified
as MHOM/BR/08/316 and MHOM/BR/08/340. The clinical
features of typical and atypical lesions from which the parasites
were isolated and the isolation and confirmation of the species were
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performed as described by Quaresma et al. (2018). In summary, the
typical lesions were characterized like circular or oval ulcers with an
erythematous, infiltrated, firm, reddish and granular base and a
well-delimited, elevated border. Atypical lesions were defined by
the presence of unusual cutaneous wounds.

The isolation procedures were accomplished added lesion
fragments to tubes containing NNN medium (Novy and
McNeal, 1903; Nicolle, 1908) enriched with liquid Schneider’s
medium and incubated at 25 + 1°C. The cultures were examined
weekly and were considered positive when Leishmania
promastigotes were observed. The species identification
methods performed for characterizing the isolates used in this
study was done by the Leishmania Isolation, Culture and Typing
Service of the Leishmania Collection of the Oswaldo Cruz
Institute (Colegdo de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz -
CLIOC) according to the protocol described by Cupolillo et al.
(1994). We also used hsp70-PCR-RFLP which amplified a 1300-
bp fragment of the hsp70 gene and subsequently the restriction
profiles were obtained from Haelll digestion of the PCR
products. In addition to these methods the sequencing of the
1,300 bp fragment of hsp70 were performed. The combination of
identification methods allowed the characterization of parasites
as L. braziliensis.

Promastigotes of L. braziliensis were maintained in M199
culture media (SigmaAldrich/Merck) supplemented with 10%
fetal bovine serum (ThermoFischer/Gibco), 100 units/mL
penicillin (ThermoFischer/Gibco), 100 ng/mL streptomycin
(ThermoFischer/Gibco), 12.5 mM glutamine (ThermoFischer/
Gibco), 0.1 M adenine (SigmaAldrich/Merck), 205 pg/mL
hemin, and 40 mM HEPES (SigmaAldrich/Merck), pH 7.4 at
26°C. Overall, six isolates were evaluated: four from typical
lesions and two from atypical lesions. All strains were
cultivated in independent triplicates under identical conditions
until the 9th passage, when promastigotes were obtained in the
final stage of the stationary growth phase. This phase was
established after performing the growth curve for eight
consecutive days. During this period, motility and
morphological aspects such as cell body and flagellum length
were also observed. Thus, promastigotes forms were harvested in
the stationary phase (5" day) by centrifugation at 3,000 x ¢ for
15 min at 4°C. Cell pellets were washed three times in phosphate-
buffered saline (PBS), pH 7.2, and frozen at —80°C until use.

2.3 Quantitative Proteomics

2.3.1. Protein Extraction and TMT-Labeling

Frozen promastigotes, as described above, (LbAL and LbTL)
were lysed for 2 h at 24°C in lysis buffer [8 M urea, 2 M thiourea,
4% CHAPS, 65 mM dithiothreitol (DTT), 1 M Tris, 40 mM
protease inhibitor cocktail containing serine protease inhibitors,
and cysteine protease inhibitors (Protease Inhibitor Mix; GE
Healthcare, USA)] at a density of 500 uL per 10 parasites. The
cell lysate was passed 10 times through a 26G needle and
centrifuged at 20000 x g for 20 min. The supernatant was
aliquoted and stored in a freezer at —80°C until use. Protein
concentration was determined using a QuantKit 2D (GE
Healthcare) according to the manufacturer’s recommendations.

Proteome of L. braziliensis Strains

Equal amounts of protein (300 ug) from each sample were
reduced via incubation with 50 mM dithiothreitol (DTT) for 1 h
at 24°C and subsequently alkylated with 150 mM iodoacetamide
(IAA) for 30 min at room temperature in the dark. Before the
digestion step, the samples were washed with buffer (6M urea
and 50 mM TEAB) to dilute the CHAPS present in the lysis
buffer. Protein purification and concentration filters (Micon ®
Ultra-0.5 mL) were used for these washes. Enzymatic digestion
was performed using trypsin (Promega, Madison) at a ratio of
1:50 for 16 h at 37°C.

After protein digestion, peptides were labeled with specific
isobars from the TMT® 10plex Iscbaric Mass Tagging Kit
(Thermo Fisher Scientific/Pierce Biotechnology, Rockford,
USA) following the manufacturer’s instructions. Briefly, 15 ug
of each sample was labelled with 0.266 mg of an isobaric amine-
reactive tag (TMT10-126, TMT10-127N, TMT10-127C,
TMT10-128N, TMT10-128C, and TMT10-129N). The reaction
mixture was incubated for one hour at room temperature for
complete labeling. The reaction was quenched by the addition of
5% hydroxylamine, and labelled peptides were combined at a
ratio of 1:1:1:1:1:1. The samples were dried using a SpeedVac and
stored for further analysis. The preparation process was
performed in biological triplicates.

2.3.2 High pH Reversed Phase Pre-Fractionation
Labeled peptide mixtures were dissolved in buffer A (20 mM
ammonium formate, pH 9.3) and fractioned using an Acquity
UPLC M-Class Peptide CSH C18 column (1.7 pm, 300 um x
100 mm) (Waters) on an UltiMate 3000 high-pressure liquid
chromatography (HPLC) system (Dionex, Sunnyvale, CA, USA)
operating at 5 pL/min. Each set was eluted using the following
chromatographic gradient expressed as a percentage of solvent B
(20% solution A/80%ACN): 2-40% for 27 min, 40-50% in 4 min,
50-70% in 4 min, and 70-95% in 5 min. Each sample was
separated into 15 fractions that were further merged into five
concatenated fractions, and dried using a SpeedVac prior to
MS analysis.

2.3.3 LC-MS/MS

Pre-fractionated TMT-labeled peptides were resuspended in
solvent A (0.1% (v/v) formic acid) and subsequently injected
into an EASY-nLC system (Thermo) with a two-column system
setup. The pre-column was 3 ¢m in length and 100 pm in inner
diameter, and it was packed with 5 pm (particle size) Reprosil-
Pur C18-AQ resin (Dr. Maisch GmbH). An analytical column
(17 cm x 75 pm) was packed with a 3 um Reprosil-Pur C18-AQ
resin (Dr. Maisch GmbH). Peptides from each fraction were
eluted for 68 min using the following gradient expressed as a
percentage of solution B (95% acetonitrile/0.1% formic acid): 2—-
5% in 1 min, 5-25% in 50 min, 25-40% in 10 min, 40-95% in
1 min, 95% in 5 min and 95-2% in 1 min, at a constant flow of
300 nL/min. The Q Exactive HE-X hybrid quadrupole-Orbitrap
mass spectrometer (Thermo) was operated in positive mode
using data-dependent acquisition (DDA) (Top 20). Peptide ions
were resolved in the Orbitrap (MS), in the range of 350 to 1500
m/z with a resolution of 120,000 FWHM (AGC target 3e6 or
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maximum injection time of 50ms). At each MS, the 20 most
intense ions (Top 20), with the minimum AGC target 1e3, were
selected in the quadrupole, using an isolation window equal to
0.7 m/z. These ions were selected for fragmentation (MS2) by
higher-energy collision dissociation (HCD), with a normalized
collision energy of 33%. The originating fragments were resolved
in Orbitrap with a resolution of 45,000 FWHM (AGC target le5
or maximum injection time of 60 ms) and included in a dynamic
exclusion list for 30 s.

2.3.4 Data Analysis

Raw data were analyzed using the Proteome Discoverer 2.1
software. The database search was performed by the SEQUEST
using the Leishmania braziliensis NCBI database (25,611
sequences). Database search parameters included: i) maximum
of two trypsin missing cleavages, ii) carbamidomethylation of
cysteine as a fixed modification, iii) oxidation of methionine, N-
terminal acetylation of protein, and TMT 6plex (lysine and N-
terminal peptide) as variable modifications, iv) precursor and
fragment mass tolerance of 10 ppm and 0.02 Da, respectively; v)
1% false discovery rate (FDR); and vi) unique peptides plus razor
ones were grouped into the respective proteins. Only master
proteins with a 1% FDR were considered for the analysis.

Before statistical analyses, we normalized the log2
transformed ion reporter abundance using the “control”
sample (pool of all analyzed samples) for all three datasets.
Subsequently, data were normalized by subtracting the median
of each group using the Perseus program (https://maxquant.net/
perseus). After combining the three sets, we subtracted the
average over all conditions (biological/technical) for each
protein. Proteins significantly regulated between LbAL and
LbTL conditions were determined by the one-way ANOVA
statistical test (P< 0.05) plus log2 fold change of 0.584, using
DanteR software (Polpitiya et al., 2008).

The differentially abundant proteins were functionally
categorized through annotations of biological processes (BP)
and molecular functions (MF) cataloged according to the Gene
Ontology (GO) consortium. This set of genomic data was
analyzed using the bioinformatics platform TriTrypDB release
40 (http://tritrypdb.org/tritrypdb/). For each category, Fischer’s
exact test was used to test the enrichment of selected proteins
against all proteins identified in the study. A false discovery rate
(FDR) and an adjusted P< 0.05 were set as thresholds to define
the significance of the functional enrichment.

To evaluate the potential relationship among these proteins
using enriched GO categories, we predicted the protein-protein
interaction networks associated with the whole proteome of the
organism. For this prediction analysis, we used the STRING 10.5
database with a cut-off value of 0.4 considered to be of medium
confidence. This database provides a network of predicted
interactions or interactions already described in the literature
between proteins or between genes (protein-protein interaction
networks, http://string-db.org). Finally, the KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) database was used via
the metabolic pathways enrichment tool (TritrypDB
bioinformatics platform) to analyze the pathways of the
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identified differentially abundant proteins and to understand
their biological significance.

2.3.5 Data Availability Statement

The mass spectrometry proteomics data have been deposited to
the ProteomeXchange Consortium via the PRIDE partner
repository with the dataset identifier PXD029995.

2.4 Validation Proteomic Data

2.4.1 Peroxidase Activity

Peroxidase activity was measured using 10* promastigotes from
each strain in the LbTL and LbAT groups. Promastigotes were
lysed by gentle shaking in 50 pL of 0.1% Triton X-100 for 30 min
at room temperature. Next, 50 UM H,O, (final concentration)
was added, followed by incubation at 37°C for 30 min. The
reaction was stopped by adding 0.75 mL of trichloroacetic acid
solution (8% v/v), and the precipitate was removed by
centrifugation. To the supernatant, 0.2 mL of 10 mM ferrous
ammonium sulphate and 0.1 mL of 2.5 M potassium thiocyanate
were added, and the remaining amount of H,0, was determined
spectrophotometrically (480 nm) by calibration against a
standard curve with known concentrations of H,O, (Jiang
et al.,, 2005).

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism
version 5.00 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA). Data are presented as means of the group. Comparisons
between different groups were made using one-way ANOVA
followed by Bonferroni’s test, and statistical significance was set
at P< 0.05.

3 RESULTS

3.1 Identification and Relative

Abundance of Proteins From Atypical

and Typical Strains

We performed an isobaric tagging and high-resolution mass
spectrometry strategy to compare the proteome of L. braziliensis
strains that cause atypical lesions (LbAL, n=2) and L. braziliensis
strains that cause typical lesions (LbTL, n=4). Each strain was
analyzed in triplicate, resulting in triplicates of independent
experiments. This approach enabled the identification of 4,048
non-redundant proteins (Supplementary Table S1), of which
2,229 proteins were present in all three independent runs
(Figure 1A). To assess the differentially abundant proteins, we
compared the relative abundance values of the identified proteins
in LbAL versus LbTL strains. Our results showed that the
abundance of 298 and 234 proteins significantly increased and
decreased in LbAL strains, respectively, compared to LbTL strains
(Figure 1B). However, when we considered only proteins
identified in at least two of the three runs, 254 (Supplementary
Table S2) and 196 (Supplementary Table S3) proteins were
upregulated and downregulated at LbAL versus LbTL
(Figures 1C, D).
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FIGURE 1 | Identification of diferentially abundant proteins in three experimental replicates. (A) Venn diagram showing the 4,048 proteins identified in the 3
independent runs. (B) Volcano plot of proteins with statistically significant changes in abundance after ANOVA (P<0.05) (y axis) and fold change in log2 of 0.584 (1.5)
(x axis). (C) Upregulated proteins in each run. (D) Downregulated proteins in each run.
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3.2 Functional Analysis
Gene Ontology (GO) data were used to glean insights into the
differences between atypical and typical L. braziliesnis strains.
The GO enrichment of regulated proteins associated GO term to
37 proteins with increased abundance and 16 with decreased
abundance in atypical strains compared to typical strains. These
proteins were categorized into functional groups (Figure 2).
Regarding Molecular Function (MF), the category
Oxidoreductase activity, acting on a sulfur group of donors
(P=4.11e-4) followed by enzyme inhibitor activity (P=3.33e-4)
were significantly enriched in the group of upregulated proteins.
These groups are represented mainly by the following proteins:
trypanothione reductase, peptide methionine sulfoxide reductase-
like, and ecotin. In the group of downregulated proteins, we
observed that oxidoreductase activity, acting on CH-OH group
of donors (6.27e-4), protein serine/threonine kinase activity
(P=6.45¢-4), oxidoreductase activity (P=7.30e-4), and
oxidoreductase activity, acting on a sulfur group of donors,
disulfide as acceptor (P=1.03e-3) were among the significant
categories. These groups are represented mainly by the following

proteins: malate dehydrogenase and choline dehydrogenase
(Figure 2A and Table 1).

The biological process (BP) with statistical significance
among proteins with increased abundance in atypical strains
compared to typical strains were cellular nitrogen compound
biosynthetic process (P=4.68¢-5 with 27 proteins), peptide
metabolic process (P=1.49e-4 with 20 proteins), and cellular
amide metabolic process (P=2.42e-4 with 20 proteins). These
groups are mainly represented by ribosomal proteins. In
contrast, no significantly enriched category was found for
downregulated proteins (Figure 2B and Table 2)

3.3 Prediction of Protein-Protein
Interaction (PPI)

To identify possible interactions between the identified proteins,
a prediction analysis of protein interactions was performed using
String 10.5. The network obtained was composed of 21
upregulated and 9 downregulated proteins. The obtained
networks were later edited in Cytoscape 3.4.0, to assign colors
to positive and negative adjustment values. The positively
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oxidoreductase activity, acting on a sulfur group of donos

oxidoreductase activity, acting on CH-OH group of donors

protein serine/threoninekinase activity

oxidoreductase activity, acting on a sulfur group of donors, disulfideas acceptor

cellular nitrogen compound biosynthetic process

FIGURE 2 | Gene ontology enrichment analysis (GO). Protein distribution based on molecular functions (A) and biological processes (B) predicted in L. braziiensis
from the atypical lesions group in relation to the typical lesions group. In red, categories enriched in the upregulated proteins group; in green, categories enriched in
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the downregulated proteins group. Terms overrepresented by P< 0.05 in Fisher's exact test, fitering for FDR < 0.05.

regulated proteins interacted with each other, mainly represented
by reductase proteins, and similarly, the negatively regulated
proteins interacted with each other, mainly represented by
dehydrogenases proteins. Moreover, it is possible to observe
the interactions among ribosomal proteins, all of which are
positively regulated in strains isolated from atypical lesions
compared to strains isolated from typical lesions (Figure 3).

3.4 Analysis of Enrichment of

Metabolic Pathways

The KEGG tool was used to identify the most relevant pathways
associated with regulated proteins in the promastigote forms of
Leishmania, causing atypical lesions. Regarding positively regulated
proteins, the analysis showed the enrichment of five pathways:
cysteine and methionine metabolism (P=1.58e-4, with 10 proteins),
glutathione metabolism (P=5.96e-3, with 6 proteins), phenylalanine
metabolism (P=6.79¢-3, with 6 proteins), polyketide sugar unit
biosynthesis (P=8.46e-3, with 6 proteins), and tyrosine
metabolism (P=9.85¢e-3, with 9 proteins). In contrast, negatively
regulated proteins participated in six pathways: carbon fixation
pathways in prokaryotes (P=1.37e-4, with 8 proteins); valine,
leucine, and isoleucine degradation (P=4.60e-3, with 5 proteins);
benzoate degradation (P=7.99¢-3, with 5 proteins); glyoxylate and
dicarboxylate metabolism (p=8.69e-3, with 5 proteins); geraniol
degradation (P=9.85¢-3, with 3 proteins); and one carbon pool by
folate (P= 9.85e-3, with 3 proteins) (Figure 4). Proteins belonging to
each pathway are listed in Table 3, where it can be observed that
each protein participates in more than one pathway, except in the
case of glutathione metabolism. To verify the interactions between
the identified proteins belonging to the enriched pathways,
prediction analysis of protein interactions was performed

(Figure 5), highlighting that the dehydrogenases were negatively
regulated and interacted with each other, and trypanothione and
tryparedoxin were positively regulated and interacted with
each other.

3.5 Peroxidase Activity

Glutathione (GSH) plays a central role in cell defense against
oxidative stress. In trypanosomatides, the removal of peroxides is
performed by tryparedoxin peroxidase (Collotti et al., 2013).
Tryparedoxin peroxidase was found among the upregulated
proteins belonging to the glutathione pathway (ratio LbAL vs
LbTL = 0.993897). Therefore, the antioxidant capacities of
different strains were evaluated. Since after 30 min of exposure
to 50 uM hydrogen peroxide, protein extracts from strains
belonging to the atypical group consumed all H,O,, the
reported value should be interpreted as lower boundary (no
standard deviation can be calculated), while those in the typical
group consumed an average of 15.7 uM of H,O,. The hydrogen
peroxide consumption in the atypical group was 3.01-fold higher
than that in the typical group (P<0.001; Figure 6).

4 DISCUSSION

Determining factors of atypical cutaneous leishmaniasis (ACL)
caused frequently by Leishmania (Viannia) braziliensis remain
unclear. It is possible that these clinical forms are determined by
host and parasite factors, as demonstrated for other clinical
forms of leishmaniasis. However, histopathological analysis of
cutaneous tissue samples and cytokine/chemokine expression in
skin biopsies from ACL patients showed no association with the
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TABLE 1 | Gene Ontology (GO) enrichment analysis of Molecular Function in differentially regulated proteins in L. braziliensis from atypical lesion (LbAL) compared to L.

braziliensis from typical lesion (LbTL).

TERM

Upregulated proteins
Oxidoreductase activity, acting on a sulfur group of donors

Enzime inhibitor activity

Downregulated proteins
Oxidoreductase activity. acting on CH-OH group of donors

Protein serine/threonine kinase activity

Oxidoreductase activity

Oxidoreductase activity, acting on a sulfur group of donors, disulfide as
acceptor

Proteins sorted by log2-ratio.

type of injury (Costa-Silva et al, 2014). In contrast, the parasite
presented genetic polymorphism correlated with atypical clinical
manifestations (Quaresma et al., 2018) and was more resistant to
N-methylglucamine antimonate (Rugani et al., 2019); clinical
cases have been associated with therapeutic failures (Guimaries
et al., 2016). Thus, we performed a comparative proteomic
analysis to identify differentially abundant proteins among L.
(V.) braziliensis strains isolated from atypical lesions (LbAL)
compared to isolates from typical lesions (LbTL). The strains
used in the present study were previously characterized for
genetic polymorphism, as well as for resistance to N-
methylglucamine antimonate; the typical strains are genetically
non-polymorphic and sensitive to glucantime, whereas the
atypical strains are genetic polymorphic and resistant to N-

Fold PROTEINS RATIO
change (LbAL vs LbTL)
(P value)
743 trypanothione reductase 247
(4.11e-4)
peptide_methionine sulfoxide reductase-like 1.080
putative thioredoxin 0.984
thicl-dependent_reductase_1 0.709
putative glutaredoxin-like protein 0.849
18.26 ecotin 1917
(3.33e-4)
Ecotin-like protein 2 0.797
Protein phosphatase inhibitor 2 (IPP-2) 0.768
7.02 mitochondrial malate dehydrogenase -1.150
(6.27¢-4)
choline dehydrogenase like protein, -1.062
glycosomal malate dehydrogenase -0.944
dehydrogenase-like protein -0.888
putative short chain 3-hydroxyacyl-CoA -0.825
dehydrogenase
9.70 putative target of rapamycin (TOR) kinase 1 -1.744
(6.45e-4)
putative protein kinase -1.029
protein kinase A catalytic subunit isoform 1 -0.765
protein kinase A catalytic subunit -0.676
2.73 mitochondrial malate dehydrogenase -1.150
(7.30e-4)
choline dehydrogenase, like protein -1.062
putative short chain dehydrogenase -1.017
conserved hypothetical protein (134065654) -0.978
glycosomal malate dehydrogenase -0.944
putative endoplasmic reticulum oxidoreductin -0.938
dehydrogenase-like protein -0.888
putative short chain 3-hydroxyacyl-CoA -0.825
dehydrogenase
fatty acid desaturase -0.700
aldehyde dehydrogenase, mitochondrial precursor -0.696
conserved hypothetical protein -0.662
(134063632)
putative C-1-tetrahydrofolate synthase, cytoplasmic -0.655
35.57 putative endoplasmic reticulum oxidoreductin -0.938
(1.03e-3)
conserved hypothetical protein (134063632) -0.662

methylglucamine antimonate (Rugani et al, 2018; Quaresma
et al, 2018).

Since the role of the parasite in a large clinical plasticity of L.
braziliensis infections is not clear this study aims to contribute to the
knowledge about the factors involved in such pleomorphism. We
quantified 4,048 proteins, of which 254 and 196 proteins showed
increased and decreased abundance, respectively, in atypical strains
compared to typical strains. To identify potential factors related to
each strain, proteins were categorized into functional groups based
onmolecular function (MF) and biological process (BP), followed by
prediction analysis of protein interactions (PPI) as well as pathway
enrichment analysis using the KEGG tool. The data pointed to
upregulated redox activity in atypical strain, among others, the
peroxidase activity test validated the findings.
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TABLE 2 | Gene Ontology (GO) enrichment analysis of Biological Process in differentially regulated proteins in L. braziliensis from atypical lesion (LbAL) compared to L.

braziliensis. Proteins sorted by log2-ratio.

TERM Fold change (P value)

Upregulated proteins

Cellular nitrogen compound biosynthetic process 222
(4.68e-5)

Peptide metabolic process and 247
(1.49e-4)

Cellular amide metabolic process 2.38
(2.42e-4)

PROTEINS RATIO (LbAL vs LbTL)
putative 60S ribosomal protein L10a 1.807
40S ribosomal protein S24e 1.398
60S ribosomal protein L32 1.357
putative DNA-directed RNA polymerase |l 1.342
FtsJ-like_methyltransferase 1.287
DNA_primase_large_subunit 1.237
Chain B, Dihydroorotate dehydrogenase 1.224
nucleoside diphosphate kinase b 1.072
putative 60S acidic ribosomal protein 1.048
putative 40S ribosomal protein S30 1.041
deoxyribose-phosphate_aldolase 0.969
conserved hypothetical protein 0.954
kynureninase 0.952
conserved hypothetical protein 0.891
60S_acidic_ribosomal_protein_P2 0.816
inosine-guanosine_transporter 0.770
acidic ribosomal P2 beta protein 0.769
putative methylthioadenosine phosphorylase 0.717
putative 60S ribosomal protein L13a 0.712
putative 60S ribosomal protein L19 0.708
putative arginyl-tRNA synthetase 0.669
putative ribosomal protein S7 0.624
putative asparaginyl-tBNA synthetase 0.623
putative ribosomal protein I35a 0.616
putative rbosomal protein L27 0.609
putative ribosomal protein L15 0.601
putative 60S ribosomal protein L5 0.601
putative 60s ribosomal protein [10a 1.807
408 ribosomal protein S24e 1.398
60S ribosomal protein L32 1.357
FtsJ-like_methyltransferase 1.287
conserved hypothetical protein 1.119
putative 60S acidic ribosomal protein 1.048
putative 40S ribosomal protein S30 1.041
conserved hypothetical protein 0.891
60S_acidic_ribosomal_protein_P2 0.816
acidic ribosomal P2 beta protein 0.769
putative 60S ribosomal protein L13a 0.712
thiol-dependent_reductase_1 0.709
putative 60S ribosomal protein L19 0.708
putative arginyl-tRNA synthetase 0.669
putative ribosomal protein S7 0.624
putative asparaginyl-tRNA synthetase 0.623
putative ribosomal protein I35a 0.616
putative ribosomal protein L27 0.609
putative rbosomal protein L15 0.601
putative 60S ribosomal protein L5 0.601

Inside the mammalian host, Leishmania lives in the lethal
enzymatic environment of macrophage cells, where they deal
with the macrophage-generated oxidative stress to survive. Their
survival is attributed to a unique redox metabolism with which
the parasite has evolved. In the present study, the oxidoreductase
activity of proteins that act on sulfur group donors was
upregulated in atypical strains compared to typical strains. Our
results show that in this process, five proteins were increased,
represented mainly by trypanothione reductase (TR), with a

higher positive ratio (2.42) followed by peptide methionine
sulfoxide reductase-like (Msr) (ratio =1.06). Both TR and Msr
are proteins that catalyze reduction reactions and contribute to
the antioxidant defenses of these parasites. TR is an enzyme
found in trypanosomatides, equivalent to glutathione reductase.
This enzyme is a homodimer NADPH-dependent flavoprotein
oxidoreductase that participates in central thiol-disulfide
exchange reactions as an electron donor in different metabolic
pathways, from the synthesis of DNA precursors to oxidant
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detoxification (Mittal et al., 2005; Colotti et al,, 2013). TR
neutralizes hydrogen peroxide produced by macrophages
during infection through the tryparedoxin/tryparedoxin
peroxidase I (TXN/TXNPx) system (Colotti et al,, 2013).
Therefore, TR inhibition increases the intracellular levels of
reactive oxygen species that are lethal to the parasite. Similarly,
Msr is a protein that catalyzes the reduction reaction, in this case,
reducing oxidized methionine residues. Rodriguez-Veja et al.
(2021) showed that strains of L. braziliensis related to
disseminated leishmaniasis (DL) might also have a greater
resistance to oxidative stress, mediated by the increased
abundance of trypanothione reductase, and thioredoxin-like
fold domain containing protein. Consistently, disruption of the
trypanothione reductase gene decreases the Leishmania
infectivity and its ability to survive within the macrophage.
Thus, our results indicate that the parasites that cause atypical

educt
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FIGURE 3 | Prediction of interaction among differentially abundant proteins in L. braziliensis that are part of enriched GO categories. Red and green represents
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~
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lesions present increased abundance of some proteins related to
redox homeostasis, which may confer greater survival
inside macrophages.

Pentavalent antimony-containing compounds (sodium
stibogluconate Pentostam® and N-methyl-glucamine
Glucantime®) have been the first-line drugs for the treatment
of all clinical forms of leishmaniasis since 1940 (Davidson, 1999),
and as no human vaccine is in clinical use, chemotherapy relying
on pentavalent antimonial still is the most important control for
leishmaniasis. The mechanism of action of antimony has not
been fully elucidated; however, SbIII (stibogluconate) is
purported to generate disturbances in the thiol redox potential
of the parasite by inducing the efflux of intracellular thiols and by
inhibiting trypanothione reductase, resulting in cell death by
oxidative stress (Wyllie et al,, 2004). The antimony susceptibility
test (EC 50 assay) revealed that L. braziliensis lines
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FIGURE 4 | Analysis of enrichment of metabolic pathways by KEGG. Distribution of proteins based on metabolic pathways in L. braziliensis from the atypical lesions
group (LbAL) compared to the typical lesions group (LbTL). In red, metabolic pathways enriched in the upregulated protein group; in green, metabolic pathways
enriched in the downregulated protein group. Terms overrepresented by P < 0.01 in Fisher’s exact test.
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overexpressing cytosolic tryparedoxin peroxidase (cIXNPx) had
a 2-fold increase in resistance to SbIII compared to the
untransfected parental line. Furthermore, these clones were
more tolerant to exogenous H,O, than the untransfected
parental line (Moreira and Murta, 2016). Similarly,
overexpression of nucleoside diphosphate kinase b and
elongation factor 2 results in an increase in SbIII resistance in
L. braziliensis (Andrade and Murta, 2014). Corroborating these
literature data, the results of the present work, in which we used
naturally-occurring antimony-resistant strains that cause AL,
showed that these strains present upregulated reductase
proteins (trypanothione reductase, thioredoxin, peptide
methionine sulfoxide reductase-like, thiol-dependent reductase
1, nucleoside diphosphate kinase b, deoxyribose phosphate
aldolase, and methyltioadenosine phosphorilase, which interact
with each other (Figure 3). Some of these proteins also
participate in glutathione metabolism (one of the enrichment
pathways shown by the KEGG tool). Atypical strains showed
3.01-fold higher peroxidase activity than typical ones (P<0.001,
Figure 5). As already mentioned, the atypical strains used in
present study were previously characterized as resistant to N-
methylglucamine antimonate (Rugani et al, 2018) then, we
believe that, collectively, it was possible to identify the proteins
related to antimony resistance and prove the greater peroxidase
activity in strains of the typical group. These data shed new light
on ACL cases that have been associated with therapeutic failures.

Therefore, regarding MF, we observed enrichment of
“Enzyme inhibitor activity” as upregulated terms in atypical
strains, including the proteins ecotin, ecotin-like, and protein
phosphatase inhibitor 2 (IPP-2). Ecotin is a serine protease
inhibitor produced by hundreds of microbial species, including
pathogens such as Leishmania spp. Parasites encode inhibitors of

serine protease (ISP), which inhibits serine proteases of the
immune response system and manipulates the host
physiological processes to ensure their survival. In L. major,
ISP targets host serine peptidases and influences the early stages
of infection of the mammalian host (Eschenlauer et al., 2009).
Alam et al. (2016) identified, purified, and characterized an
endogenous ISP from an Indian strain of L. donovani, which
causes fatal visceral leishmaniasis, and these inhibitors show
varying and entirely contrasting efficacies toward serine
proteases of its own as well as of higher organisms. To that
authors, this indicates that it accelerates disease progression and
drives parasite survival by inhibiting the activities of host serine
proteases. Subsequently, it was demonstrated that ecotin blocks
activation of the complement lectin pathway by inhibiting its key
activator enzymes, MASP-1 and MASP-2. Furthermore, by
inhibiting MASP-3, ecotin also disrupts the fundamental link
between lectin and alternative pathways. Thus, ecotin is a potent,
versatile self-defense tool that blocks multiple antimicrobial
activities in the serum. These findings suggest that ecotin may
be a relevant antimicrobial drug target (Nagy et al, 2019). Thus,
our data suggest that ecotin could be a new drug target to be
tested in strains that are resistant to antimony, as already
mentioned. Our data also showed positive regulation of protein
phosphatase inhibitor 2 (IPP-2). Protein phosphorylation and
dephosphorylation are well recognized as important processes
that regulate multiple physiological mechanisms. To date, there
are no reports on IPP-2 from Leishmania; nevertheless, it is a
protein involved in the regulation of phosphoproteins and
regulation of signal transduction that is able to impede the
activity of a protein phosphatases, enzymes that hydrolyzes
phosphate groups from phosphorylated proteins. Upregulation
of phosphatase inhibitors consequently allows higher activity of
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TABLE 3 | KEGG enriched pathways of differentially regulated proteins in L. braziliensis from atypical lesion (LbAL) compared to L. braziliensis from typical lesion (LbTL).

PATHWAY

PROTEINS

RATIO(LbAL vs LbTL)

UPREGULATED
Cysteine and methionine metabolism

Glutathione metabolism

Phenylalanine metabolism

Polyketide sugar unit biosynthesis

Tyrosine metabolism

DOWNREGULATED PROTEINS
Carbon fixation pathways in prokaryotes

Valine, leucine and isoleucine degradation

Benzoate degradation

Glyoxylate and dicarboxylate metabolism

Geraniol degradation

putative thymine-7-hydroxylase
FtsJ-like_methyltransferase

putative sterol 24-c-methyltransferase

putative methylthioadenosine phosphorylase
conserved hypothetical protein (134063540)
putative aspartate aminotransferase

putative branched-chain amino acid aminotransferase
tyrosine aminotransferase

putative arginine N-methyltransferase, type Il
putative malate dehydrogenase

trypanothione reductase

hypothetical protein, unknown function (322504762)
tryparedoxin_peroxidase
thiol-dependent_reductase_1

putative trypanothione synthetase

putative glutaredoxin-like protein
FtsJ-like_methyltransferase

putative sterol 24-c-methyltransferase
conserved hypothetical protein (134063540)
putative aspartate aminotransferase

tyrosine aminotransferase

conserved hypothetical protein (134063845)
FtsJ-like_methyltransferase
p sterol 24 y
conserved hypothetical protein (134063540)
tyrosine aminotransferase

putative arginine N-methyltransferase, type Ill
putative lanosterol synthase
FtsJ-like_methyltransferase

p sterol 24
Acyltransferase
putative NADP-dependent alcohol dehydrogenase
conserved hypothetical protein (134063540)
putative aspartate aminotransferase

tyrosine aminotransferase

putative arginine N-methyltransferase, type Il
putative lanosterol synthase

1sferase

y 1sferase

mitochondrial malate dehydrogenase
glycosomal malate dehydrogenase
putative short chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase
formate— tetrahydrofolate ligase
methylcrotonoyl-coa carboxylase biotinylated subunitprotein-like protein
putative C-1-tetrahydrofolate synthase,cytoplasmic
enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein,conserved
itochondrial DNA isomerase Il

putative short chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase
aldehyde dehydrogenase, mitochondrial precursor
methylcrotonoyl-coa carboxylase biotinylated subunitprotein-like protein
enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein,conserved
mitochondrial DNA topoisomerase Il
putative short chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase
aldehyde dehydrogenase, mitochondrial precursor
methylcrotonoyl-coa carboxylase biotinylated subunitprotein-like protein
enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein,conserved
i drial DNA topoisomerase |l
mitochondrial malate dehydrogenase
glycosomal malate dehydrogenase
methylcrotonoyl-coa carboxylase biotinylated subunitprotein-like protein
enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein,conserved
mitochondrial DNA topoisomerase |l
putative short chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase

1.456151
1.287025
0.814614
0.717098
0.686384
0.679376
0.639421
0.627521
0.616916
0.585591
2417349
1.724753
0.993897
0.708709
0.689969
0.649122
1.287025
0.814614
0.686384
0.679376
0.627521
0.598311
1.28708
0.81461
0.68638
0.62752
0.61692
0.61456
1.28708
0.81461
0.81126
0.69938
0.68638
0.67938
0.62752
0.61692
0.61456

-1.1499
-0.94403

-0.62284
-0.60924
-0.82537

(Continued)
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PATHWAY

aldehyde dehydrogenase, mitochondrial precursor
enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein,conserved
putative short chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase
aldehyde dehydrogenase, mitochondrial precursor
enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein, conserved

One carbon pool by folate

In bold proteins that are in more than one pathway, proteins sorted by log2-ratio.
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FIGURE 5 | Prediction of interaction among differentially abundant proteins in L. braziliensis that are part of enriched pathways. Red and green represents

upregulated and downregulated proteins in LbAL vs LbTL comparison.

phosphorylated proteins, which are associated with diverse
cellular functions, including glycolysis, motility, mitosis,
apoptosis, cell cycle progression, and signal transduction
(Qureshi et al., 2019).

A clustering of several ribosomal proteins interacting with
each other was observed with BP enrichment of 12 (from 27)
ribosomal proteins, of which 9 interact with each other and all of
which are positively regulated in strains from atypical lesions.
Eukaryotic ribosomes have approximately 70 proteins, 30 of
which are present in the smaller sub-unit and 40 in the larger
sub-unit (Tsurugi et al, 1978), therefore, suggesting that 12
regulated proteins may not be related to increased ribosomal
activity; however, in Leishmania spp., ribosome-related proteins
have been considered relevant molecules during infection and
have been shown to modulate cellular activity and cytokine
release (Cordeiro-Da-Silva et al., 2001). Therefore, they are
good candidates for vaccination (Iborra et al., 2008; Brito et al,,
2017). These ribosomal proteins could be associated with
immune response modulation, favorable to the parasites from

atypical strains which the disease duration was significantly
longer among ACL individual as reported in Guimaries
et al. (2016).

Our results also demonstrate negative regulation of the
oxidoreductase activity, acting on CH-OH group of donors, as
well as acting on a sulfur group of donors, disulfide as an acceptor,
groups represented mainly by malate dehydrogenase and choline
dehydrogenase in atypical strains compared to typical strains. In this
case, the higher negative ratios were malate dehydrogenase (-1.15)
and choline dehydrogenase (-1.06). Furthermore, these categories
included several downregulated dehydrogenases (malate
dehydrogenase, choline dehydrogenase, dehydrogenase-like
protein, short chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase, and
aldehyde dehydrogenase) that interact with each other (Figure 3).
Dehydrogenases are oxidoreductase enzymes that catalyze the
transfer of hydrogen and a pair of electrons from a reduced
substrate, which is oxidized in the reaction, to an electron-
receiving molecule, which in turn, is reduced. In higher
eukaryotes, mitochondrial MDH (mMDH) is involved in the

Frontiers in Cellular and Infection Microbiology | www.frontiersin.org

February 2022 | Volume 12 | Article 824968

105



Esteves et al

Peroxidase activity

H,0; im)

20
s

o

; v
A © o © strains
& W o

FIGURE 6 | Peroxidase activity. Degradation of hydrogen peroxide by cell
lysates of promastigote forms of different strains of Leishmania braziliensis. In
blue, LbTL group; in pink, LbAL group. These experiments were performed
twice in triplicate. Measurements from the atypical group exceeded the test
capacity (50pM) and, thus, no standard deviation can be calculated.

transfer of reducing equivalents from the cytosol to the
mitochondria, which is essential for the activity of the glycolytic
pathway in the cytosol. MDH has been demonstrated in Leishmania
over 20 years ago (Mottram and Coombs, 1985), although the
metabolic roles of MDH isozymes in trypanosomatides have not yet
been clearly established. Leroux et al. (2006) demonstrated the
presence of three MDH isoforms with slightly distinct biochemical
properties and different subcellular localizations (mitochondrial and
cytosolic) in Leishmania spp., and verified that these isozymes are
remarkably more abundant in amastigotes than in promastigotes of
L. mexicana. These authors presumed that the functional and
biochemical features of these isozymes reflect the metabolic
adaptation to the different nutrient sources that these parasites
have to face during their life cycle. In L. braziliensis, MDH was
inferred from homology; however, consistent with the present work,
de Rezende et al. (2017) found MDH in L. amazonensis. Similarly,
the presence of choline dehydrogenase in Leishmania spp. was
inferred from homology. Thus, to date, no reports are available for
experimental activity data involving malate dehydrogenase and
choline dehydrogenase in Leishmania spp., and it is possible to
speculate the role of these enzymes in relation to the strains studied
in the present work.

Another negative regulation observed in atypical strains was
related to serine/threonine kinase activity by the putative target
proteins of rapamycin (TOR) and kinase 1 protein kinase. Initially,
TORs were identified by mutations that confer resistance to a
potent antifungal metabolite called rapamycin (Heitman et al,
1991). TOR kinases are key master regulators in eukaryotes, linking
environmental conditions, such as nutrient availability and stimuli,
to protein synthesis and cell cycle machinery in order to coordinate
cell growth and replication. Leishmania TOR mutants were unable
to survive or replicate in macrophages in vitro or to induce

Proteome of L. braziliensis Strains

pathology or establish infections in mice in vivo. The loss of
virulence is associated with a defect in acidocalcisome formation,
a unique organelle of protozoans that plays an important role in
energy metabolism (Madeira da Silva and Beverley, 2010). Based
on these data, the downregulation of TOR in atypical strains could
confer less virulence to this strain compared to typical strains;
however, only one protein is not sufficient to determine virulence.
Thus, we cannot infer the role of regulation of this protein in the
strains studied. Similarly, the downregulation of kinase 1 protein
alone is very difficult to speculate because it belongs to an
important family of proteins. A number of studies have explored
the role of individual Leishmania protein kinases in promastigote
survival, metacyclic differentiation, and amastigote replication, as
well as their role in infectivity. Baker et al. (2021) identified
regulators of differentiation or survival in a systematic functional
analysis of Leishmania protein kinases. They applied kinome-wide
gene deletion and gene tagging in L. mexicana promastigotes to
define protein kinases with life cycle transition roles. While 162 are
dispensable, 44 protein kinase genes are refractory to deletion in
promastigotes and are likely core genes required for parasite
replication. Therefore, to understand the role of this molecular
function and its downregulated proteins, further studies are needed
on the strains used in the present work.

The results presented here show that promastigotes from L.
braziliensis strains isolated from atypical and typical lesions have
proteins with different abundances. The comparison between
these strains enabled the reproducible identification of several
proteins that distinguish the two groups. Strains isolated from
atypical forms showed an upregulation of proteins which may
confer greater survival inside macrophages, proteins that
influence the early stages of infection of the mammalian host
(ISP), and proteins associated with resistance to antimony
therapy. Moreover, peroxidase activity was 3.01-fold higher in
the atypical strains than in the typical strains.
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Tabela suplementar S1:

Todas as proteinas identificadas por LC-MS/MS (Ver link acima).

Tabela suplementar S2:
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cepas Atipicas (LbAL) em comparagao com cepas Tipicas (LbTL).
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Proteinas identificadas por LC-MS/MS em cada set com abundancia diminuida em cepas

Atipicas (LbAL) em comparagao com cepas Tipicas (LbTL).
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Tabela suplementar S2:

Ratio LbAL vs

Protein ID Description Rep.1 | Rep2 | Rep3 LbTL pval

2852437 acidic ribosomal P2 beta protein x x x 0,769 0,049
134058788 putative thioredoxin NA x X 0,984 0,035
134059021 conserved hypothetical protein NA x NA 0,986 0,011
134059170 trypanothione reductase X X X 2,417 0,000
134059213 MYND zinc finger (ZnF) domain-like protein NA < x 0,682 0,014
134059442 putative 608 ribosomal proten L7a x x x 0,624 0,000
134059490 RNA binding protein-like protein x x X 0,781 0,008
134059554 conserved hypothetical protein X X X 0,623 0,045
134059820 hypothetical protein, unknown function x x NA 0,723 0,019
134059980 hypothetical protein, unknown function x X X 0,685 0,000
134059988 putative cytochrome b5 x X x 0,697 0,020
134060010 conserved hypothetical protein x x X 0,677 0,003
134060069 conserved hypothetical protein X x X 0,852 0,039
134060333 conserved hypothetical protein x< < x 0,754 0,019
134060620 conserved hypothetical protein NA x x 0,960 0,044
134060738 conserved hypothetical protein NA X x 1,149 0,006
134060761 putative cytochrome ¢ X x X 0,591 0,012
134060814 hypothetical protein, unknown function X X X 0,706 0,002
134060949 putative otubain x x X 0,750 0,004
134061007 putative tubulin-specific chaperone < < x 0,606 0,006
134061220 conserved hypothetical protein x NA 1,170 0,042
134061324 putative malate dehydrogenase x x x 0,586 0,026
134061404 putative 60S ribosomal protein L13a X X X 0,712 0,046
134061480 conserved hypothetical protein x x x 1,278 0,037
134061501 putative asparaginyl-tRNA synthetase x x x 0,623 0,000
134061588 conserved hypothetical protein NA X x 1,194 0,001
134061637 conserved hypothetical protein x x X 1211 0,000
134061761 conserved hypothetical protein NA X NA 0,923 0,013
134061801 vacuolar sorting-associated-like protein x x X 0,903 0,005
134061822 putative dual specificity protein phosphatase NA x 0,995 0,029
134062054 putative small nuclear ribonucleoprotein X X 0,647 0,016
134062227 hypothetical protein, unknown function X X NA 1,542 0,009
134062245 putative coronin X X x 0,654 0,008
134062334 putative ATPase domain protein x NA 2,274 0,014
134062581 conserved hypothetical protein X X NA 0,810 0.026
134062725 conserved hypothetical protein x X X 0,707 0,047
134062878 putative 10 kDa heat shock protein < < x 2,018 0,000
134062953 guanine nucleotide-binding protein-like protein NA x x 0,631 0,009
134063005 conserved hypothetical protein X x x 1,092 0,001
134063058 conserved hypothetical protein x x X 1,035 0,022
134063106 putative flap endonuclease-1 (FEN-1) X X NA 0,780 0,023
134063220 putative arginyl-tRNA synthetase X X X 0,669 0,000
134063463 conserved hypothetical protein x x x 0,781 0,011
134063502 putative haloacid dehalogenase-like hydrolase x x X 0,721 0,007
134063517 conserved hypothetical protein x x x 0,762 0,040
134063540 conserved hypothetical protein x x X 0,686 0,008
134063547 conserved hypothetical protein X x X 1,201 0,047
134063561 conserved hypothetical protein X X X 0,874 0,017
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134063708 conserved hypothetical protein X X x 0,662 0,028
134063724 conserved hypothetical protein x X x 0,939 0,038
134063791 tryparedoxin X X X 1,015 0,016
134063845 conserved hypothetical protein x X x 0,598 0,023
134064035 putative 40S ribosomal protein S30 X X NA 1,041 0,036
134064373 putative amino acid transporter aATP11 X X X 0,726 0,024
134064447 conserved hypothetical protein x NA 0,672 0,023
134064527 amino acid permease x x % 0,726 0,020
134064632 hypothetical protein, unknown function X X X 0,725 0,000
134064815 putative histone H2A X X X 0,659 0,032
134064979 putative ribosomal protein 1.27 x X X 0,609 0,001
134065004 nucleoside diphosphate kinase b X X X 1,072 0,026
134065080 putative enolase x NA 1,831 0,003
134065225 conserved hypothetical protein NA X X 1,414 0,024
134065442 conserved hypothetical protein NA 0,695 0,025
134065575 hypothetical protein, unknown function NA 0,606 0,020
134065724 conserved hypothetical protein x NA 1,010 0,004
134065851 conserved hypothetical protein NA 0,968 0,026
134065980 stress-inducible protein STI1 homolog 0,669 0,001
134065981 histone H4 5 1,040 0,048
134066046 conserved hypothetical protein NA 1,002 0,000
134066079 conserved hypothetical protein NA X< X< 1,003 0,014
134066111 putative adenylate kinase NA X X 0,637 0,028
134066350 nudix hydrolase-like protein NA X X 1,084 0,040
134066400 transcription factor S-II-like protein NA X x 0,733 0,025
150382238 RecName: Full=Ecotin-like protein 2 x X x 0,797 0,025
154331073 putative 60S ribosomal protemn L19 x e x 0,708 0,028
154331157 putative arginine N-methyltransferase, type III x X x 0,617 0,000
154331313 putative acidocalcisomal exopolyphosphatase X X X 0,900 0,010
154331337 putative ribosomal protein S7 x X x 0,624 0,020
154331456 conserved hypothetical protein < X< < 1,158 0,011
154331494 hypothetical protein, unknown function x e x 0,786 0,012
154331792 conserved hypothetical protein X X x 0,736 0,018
154332155 putative methylthioadenosine phosphorylase X X X 0,717 0,001
154332235 protein phosphatase type 1 regulator-like protein X X X 0,633 0,000
154332458 putative peptidyl-prolyl cis-trans isomerase/rotamase X X x 1,146 0,001
154332555 iron superoxide dismutase X X X 1,233 0,000
154332854 putative prefoldin subunit 2 X X X 0,630 0,028
154332902 conserved hypothetical protein X x > 0,891 0,009
phosphate-Repressible Phosphate Permease-like
154333029 protein X X X 1,055 0,020
154333037 putative ribosomal protein 135a 54 X NA 0,616 0,030
154333093 putative folate/biopterin transporter X NA 0,825 0,004
154333448 conserved hypothetical protein NA x x 1,094 0,045
154333472 conserved hypothetical protein X x 0,597 0,038
154333510 adaptin-related protein-like protein X x 0,786 0,001
154334040 conserved hypothetical protein NA X X 0,947 0,036
154334091 conserved hypothetical protein x < NA 0,619 0,022
154334345 conserved hypothetical protein NA X x 0,862 0,016
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154334837 conserved hypothetical protein NA X X 0,767 0,012
154335025 conserved hypothetical protein x X X 0,601 0,018
154335479 putative uracil-DNA-glycosylase NA X X 0,751 0,037
154335547 putative DNA-directed RNA polymerase II NA X X 1,342 0,024
154336008 conserved hypothetical protein NA X X 1,852 0,026
154337772 putative NADP-dependent alcohol dehydrogenase X X 0,699 0,005
154337912 hypothetical protein, unknown function x x X 0,922 0,036
154338205 hypothetical protemn, unknown function NA x NA 1,213 0,017
hypothetical predicted multi-pass transmembrane
154338463 protein x X X 0,967 0,008
154338942 conserved hypothetical protein X X 1,119 0,001
154339846 conserved hypothetical protein x X NA 1,003 0,006
154339996 putative trypanothione synthetase x x x 0,690 0,001
putative branched-chain amino acid
154340034 aminotransferase X X X 0,639 0,005
154340605 conserved hypothetical protein x x NA 0,941 0,001
154340840 conserved hypothetical protein NA X X 0,645 0,014
154340880 cofilin-like protein x x X 0,936 0,001
154340892 putative thymine-7-hydroxylase x x x 1,456 0,000
154340988 conserved hypothetical protein X X X 0,649 0,007
154341246 putative aspartyl aminopeptidase X X X 0,843 0,000
154341493 putative spliceosome-associated protein x x x 0,754 0,005
154341663 putative amal protein X X x 3,376 0,000
154341803 conserved hypothetical protein X NA 0,946 0,032
154341807 hypothetical protein, unknown function X X X 1,234 0,019
putative heat shock 70-related protein
154341831 1,mitochondrial precursor NA NA X 0,603 0,033
154342122 conserved hypothetical protein X X X 1,258 0,005
154342444 conserved hypothetical protein X X X 0,650 0,048
154342893 putative serine/threonine-protein kinase NA X X 12150 0,012
154342915 conserved hypothetical protein x x X 0,593 0,004
154343205 conserved hypothetical protein x X X 0,646 0,001
154344491 putative proteasome activator protein pa26 x x x 1.256 0,002
154344503 putative aspartate aminotransferase x x X 0,679 0,011
154344697 putative 60S ribosomal protein L5 X X X 0,601 0,000
154344699 putative ribosomal protein L15 NA X X 0,601 0,008
154344715 conserved hypothetical protein x x x 0,622 0,002
154344727 60S ribosomal protein 1,32 X x 18357, 0,009
154345113 conserved hypothetical protein X X 0,828 0,002
154345275 putative proteasome alpha 1 subunit X X 0,799 0,003
154345556 conserved hypothetical protein NA X NA 4,294 0,000
154345724 putative poly-zinc finger protein 2 x x X 0,622 0,006
putative universal minicircle sequence binding
154345732 protein (UMSBP) X X X 1,354 0,000
154345844 putative ER--golgi transport protein erv25 precursor < < x 0,718 0,043
154345882 tyrosine aminotransferase X X X 0,628 0,024
154345982 408 ribosomal protein S24e X X X 1,398 0,038
154346070 conserved hypothetical protein X X X 1,340 0,000
154346134 conserved hypothetical protein x X X 1,175 0,019
154346164 putative 60S ribosomal protein L10a x x X 1,807 0,019
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154346304 putative chaperone protemn DNAj < X 0,597 0,009
154346428 conserved hypothetical protein x X X 0,618 0,000
154346608 conserved hypothetical protein x X NA 0,885 0,000
154346648 putative Imgt2, partial x X x 0,818 0,019
289066233 70 kDa heat shock protein, partial NA X x 1,126 0,025
322504269 putative lanosterol synthase X X X 0,615 0,009
322504493 putative 60S acidic ribosomal protein x x 1,048 0,003
322504542 conserved hypothetical protein NA X X 0,792 0,019
322504616 conserved hypothetical protein NA X NA 07T 0,044
322504704 conserved hypothetical protein X X X 1,047 0,042
322504762 hypothetical protein, unknown function NA X 5725 0,011
322504774 hypothetical protein LBRM_20_4820 X X 0,646 0,004
322504796 putative ATP-dependent RNA helicase NA x NA 1,229 0,029
322504826 conserved hypothetical protein NA X NA 0,705 0,043
322504890 serine peptidase NA X NA 0,616 0,023
322504972 putative ATP-dependent DEAD/H RINA helicase x < 0,678 0,014
322504990 conserved hypothetical protein X X 0,608 0,001
322505054 putative ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase NA X x 1,041 0,021
322505174 putative glutaredoxin-like protein x x x 0,649 0,029
322505290 conserved hypothetical protein NA X X 1,053 0,034
322505360 cyclosome subunit-like protein x NA 0,981 0,010
322505442 conserved hypothetical protein < X< X< 0,821 0,001
322505624 putative expression-site associated gene (ESAG3) x NA 0,596 0,037
322505694 conserved hypothetical protein x X 0,835 0,038
322505783 conserved hypothetical protein NA NA 0,900 0,050
386363685 Heat-shock protein 70 kDa, partial x X x 1,825 0,012
389600041 putative protein kinase NA 1,001 0,007
389600120 conserved hypothetical protein NA X x 0,845 0,020
389600239 putative CYC2-like cyclin NA X x 1,729 0,024
389600383 conserved hypothetical protein NA X X 1,287 0,033
389600449 putative folate/biopterin transporter NA X< < 0,860 0,005
389600481 conserved hypothetical protein x x x 0,597 0,049
389600518 conserved hypothetical protein NA X x 1,412 0,012
389600581 conserved hypothetical protein NA X X 0,954 0,035
389600748 hypothetical protein, unknown function NA X x 1,076 0,004
389601495 cyclophilin a X X 5% 0,806 0,004
389601632 conserved hypothetical protein NA X NA 1,603 0,006
389602072 conserved hypothetical protein NA X NA 0,765 0,047
3896020902 conserved hypothetical protein x X x 1,602 0,003
389603012 conserved hypothetical protein NA x NA 0,586 0,036
389603258 guanylate kinase-like protein NA 1,910 0,014
389603260 putative sterol 24-c-methyltransferase X x 0,815 0,043
389603782 putative kinesin heavy chain NA x x 1,756 0,031
389603834 conserved hypothetical protein NA X X 0,589 0,033
449310630 universal minicircle sequence binding protein X x 1,784 0,004
820957452 Chain B, Dihydroorotate dehydrogenase x x 1,224 0,009
1474891757 Chain B, Glucokinase X X 0,732 0,011
1527124539 DNA primase_large _subunit NA X x 1257 0,017
1527124653 Cytokine-induced _anti-apoptosis_inhibitor 1 X x 1,059 0,040
1527124698  |hypothetical_protein X x 0,596 0,042

113



1527124751 peptide_methionine sulfoxide_reductase-like X < 1,060 0,002
1527124805 hypothetical_protein NA x 0,735 0,005
1527125001 hypothetical protein NA X X 0,945 0,000
1527125084 pteridine_transporter (truncated) NA x NA 1,527 0,018
Archaic_translocase of outer membrane 12 kDa
1527125176 subunit X X X 0,787 0,003
1527125192 |hypothetical_protein X x X 0,792 0,004
1527125229 GRIP_domain_containing,_protein X X X 0,834 0,043
1527125304  |hypothetical protein X X X 0,995 0,013
1527125394 ornithine _decarboxylase X< NA 1,853 0,017
1527125431 Leucine_Rich_repeat X x X 0,692 0,010
1527125479  |Lipase_(class_3) x x X 1,287 0,020
1527125727  |hypothetical_protein X X X 0,846 0,016
1527125731 small_myristoylated protein-3 NA X X 0.842 0,002
1527125861 ecotin >4 X 1,917 0,040
1527125870 CRAL/TRIO_domain_containing_protein x x X 0,588 0,004
1527125886 hypothetical protein X X X 0,873 0,011
1527125916  |tryparedoxin_peroxidase x x X 0,994 0,022
1527125922 605 _acidic_ribosomal protein_P2 X< < X 0,816 0,031
1527126100 hypothetical protein X x X 0,650 0,032
1527126251  |Acyltransferase X X X 0,811 0,030
1527126338  |hypothetical protein NA X X 2,395 0,026
1527126343 protein_kinase NA X NA 0,803 0,026
1527126358  |prefoldin 5-like protein X x e 0,665 0,001
1527126369 hypothetical protein x 1,226 0,005
1527126397 hypothetical protein x NA 0,857 0,037
1527126570 |hypothetical_protein X 1,251 0,007
1527126595 Protein_of uncharacterised_function (DUF3250) NA NA 0,924 0,041
WW_domain/Zinc_finger C-x8-C-x5-C-x3-
1527126654  |H_type_(and_similar) NA X 0,728 0,010
1527126662 Vacuolar_iron_transporter 1 1,068 0,022
1527126665 hypothetical protein x X 0,979 0,049
1527126781 hypothetical protein NA 0,607 0,025
1527127103 |Zinc_transporter 3 NA X X 1,519 0,018
1527127153  |hypothetical protein NA X X 0,606 0,027
1527127432  |hypothetical_protein NA x X 2,526 0,029
1527127463  |hypothetical_protein NA X X 1,950 0,001
1691131665 DNA excision/repair_protein SNF2 NA x X 1,489 0,028
1691131694 long-chain-fatty-acid-CoA_ligase X x X 0,891 0,007
1691131706 HSP70-like_protein NA x X 1,101 0,038
1691131779  |Ftsl-like_methyltransferase NA x X 1287 0,035
1691131866 hypothetical protein x X 1,264 0,009
1691132001  |dynein_light chain X X X 0,633 0,022
1691132039 hypothetical_protein NA x X 1,668 0,027
1691132144  |WD_domain X X 0,813 0,031
1691132208  |hypothetical_protein X x X 0,863 0,014
1691132251 protein_disulfide isomerase X x X 0,800 0,044
1691132252 deoxyribose-phosphate_aldolase X X X 0,969 0,000
1691132264  |Thioredoxin NA x NA 0,759 0,045
1691132273  |hypothetical protein X X 0,770 0,010
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1691132323 60S_ribosomal_protein_L7 X X x 0,683 0,018

Zn-

finger in Ran_binding protein_and others/FYVE
1691132352 zine finger containing_protein X x 0,750 0,003
1691132517 Multiprotein-bridging_factor 1 x x 0,650 0,017
1691132520  |polyprenyl_synthase X x 0,651 0,005
1691132748  |hypothetical_protein NA x X 0,763 0,019
1691132771 WD_domain NA X x 2,189 0,033
1691132858  |hypothetical protein NA 0,670 0,006
1691133265 hypothetical _protemn X X 0,813 0,000
1691133290 hypothetical _protein NA X X 1,567 0,037
1691133322 RNasePH-like protein x X x 0,765 0,000
1691133334 hypothetical protein NA x x 0,746 0,030
1691133462 metallo-beta-lactamase _family-like protein X x 0,919 0,014
1691133490  [hypothetical protein NA X X 0,628 0,026
1691133584 hypothetical protein X X X 0,921 0,021
1691133664  |ankyri/TPR repeat protein X X X 0,958 0,001
1691133709 Ribosome_60S_biogenesis N-terminal x x x 0,611 0,039
1691134147 Tetratricopeptide repeat/TPR_repeat x NA 0,678 0,017
1691134267 hypothetical protein NA x X 1157 0,032
1691134366 RNA_recognition_motif (aka. RRM X X 0,642 0,038
1691134436  |kynureninase X X 0,952 0,048
1691134537 Protein_phosphatase_inhibitor_2_(IPP-2) x x 0,768 0,000
1691134582 [hypothetical protein X X NA 1,129 0,019
1691134682 Nodulin-like/Major_Facilitator Superfamily X NA 0,873 0,026
1691134700  |histone H2A % % X 1,544 0,015
1691134711  |hypothetical protein X X X 1,410 0,030
1691134956 Prefoldin_subunit x x x 0,589 0,000
1691135074  |hypothetical protein x x x 0,711 0,000

Translocon-

associated_protein_beta (TRAPB)/Domain_of unc
1691135186 haracterised_function DUF11/CARDB < < x 0,633 0,031
1691135309  |ATP-dependent RNA helicase x x X {1,559 0,000
1691135365 amino_acid permease 3 x x NA 0,670 0,038
1691135512 |hypothetical protein X x x 1,020 0,032
1691136016 hypothetical _protemn x x X 1,004 0,015
1691136146  |thiol-dependent reductase 1 x x x 0,709 0,002
1691136184 Ras-induced_vulval_development_antagonist NA < x 1,682 0,038
1691136364  |kinesin NA X x 1,206 0,006
1691136425 3-oxoacyl-acyl carrier_protein synthase ii x NA 1,845 0,013
1691136472 |hypothetical _protein X X X 0,591 0,000
1691136579 PUB_domain_containing_protein X x NA 0,974 0,019
1691136598 205_proteasome_subunit X X X 1,258 0,005
1691136639 zinc_finger protein_family member NA < NA 1,256 0,031
1691136769 inosine-guanosine_transporter X X x 0,770 0,003
1691136782 chaperonin HSP60 X X 0,960 0,008
1691136857  |hypothetical _protein NA X X 0,716 0,036
1691136873  |predicted zinc finger proten NA x X 1,352 0,013

Regulator_of chromosome_condensation (RCC1)_
1691137001 repeat x X 0,589 0,013
1691137175 tRNA_pseudouridine_synthase_TruD X X 0,881 0,009
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1691137189 Haloacid_dehalogenase-like hydrolase 0,618 0,000
1691137191 hypothetical_protein 0,720 0,008
1691137207  |disgorgin NA 1,400 0,014
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Tabela suplementar S3:

Protein ID Description Rep.1 Rep2 Rep.3 |Ratio AvsT pval
2660760 surface protein amastin NA -0,770 0,010
2736236 kinetoplastid membrane protein-11 NA X X -2.364 0,043
9864199 heat shock protein 70 x X X 2,717 0,006
13991862 p36 LACK protein X b4 % -1,900 0,005
134059037 |putative adenosine monophosphate deaminase X X X -0,771 0,000
134059269  |cyclophilin 2 X X X -0,937 0,009
134059318  |putative carbonic anhydrase family protein X X X -0,706 0,000
134059324  |conserved hypothetical protein X X NA -0,755 0,001
134059594  |phosphoribosylpyrophosphate synthetase X X NA -0,859 0,006
134059630 |RINA-binding protein 5-like protein NA X -1,612 0,042
134059857 |putative amino acid transporter X X -0,614 0,015
134059911 |conserved hypothetical protein % NA -0,957 0,027
134059926  |GP63, leishmanolysin X NA -1,869 0,016
134060363  |conserved hypothetical protein X NA -0,694 0,000
134060397 |conserved hypothetical protemn NA X NA -0,900 0,008
134060398 |RNA editing 3' terminal uridylyl transferase 1 x X NA -0,797 0,005
134060531 |conserved hypothetical protein NA X X -1,288 0,007
134060652  |protein tyrosine phosphatase-likie protein X X NA -1,679 0,018
134060678 |conserved hypothetical protein NA X, X -1,208 0,014
134060842  |conserved hypothetical protein NA %, X -0,988 0,003
134060952  |conserved hypothetical protein NA NA x -1,387 0,043
134061071 |protein kinase A catalytic subunit X X X -0,676 0,013
134061088 |conserved hypothetical protein X X X -0,629 0,046
134061211 |conserved hypothetical protein X X X -0,798 0,000
134061232  |elycosomal malate dehydrogenase X X X -0,944 0,002
134061277 |putative RNA binding protein % NA -1,601 0,001
134061380 |putative proteasome regulatory non-ATP-ase subunit 11 X X X 0,675 0,000
134061521 |protemn phosphatase 2C-like protein NA X -0,979 0,002
134061715  |conserved hypothetical protein % ® NA -0,858 0,021
134061779 |putative hexokinase X -1,127 0,001
134061954  |beta tubulin % -1,938 0,000
134062070  |putative translation mitiation factor IF-2 NA X NA -0,623 0,027
134062289  |conserved hypothetical protein NA X -0,741 0,000
134062316 |fatty acid desaturase % % X -0,700 0,003
134062465  |conserved hypothetical protein NA X NA -1,073 0,001
134062500 |conserved hypothetical protemn x X X -0,820 0,003
134062579  |conserved hypothetical protein > X b -0,612 0,001
134062648 |dehydrogenase-like protein % ® -0,888 0,005
134062667 |putative cytochrome ¢ oxidase VII x X X -0,618 0,003
134062683 |conserved hypothetical protein ¥ X X -1,213 0,000
134062758 |GTP-binding protein, putative > X x -0,901 0,000
134062772  |hypothetical protein, conserved X X NA -0,833 0,019
134062836  |conserved hypothetical protein NA X X -0,789 0,040
134062873 |conserved hypothetical protein NA X NA -0,951 0,016
134063388  |conserved hypothetical protein NA X NA -2,124 0,035
134063585  |conserved hypothetical protein NA X, -0,668 0,005
134063632  |conserved hypothetical protein X X -0,662 0,018
134064082 |conserved hypothetical protein NA X -0,685 0,034
134064168  |putative endosomal trafficking protein RME-8 x X NA -0,880 0,002
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134064203 |conserved hypothetical protein NA X -0,728 0,023
134064515  |conserved hypothetical protein x % -1,033 0,004
134064670 |conserved hypothetical protein X X NA -0,943 0,024
134064736 |putative 26S proteasome regulatory subunit X X -0,623 0,000
134064760 |conserved hypothetical protein X X -0,773 0,003
134064851 |conserved hypothetical protein % % NA -1,003 0,001
134065175 |putative protein phosphatase 2A regulatory subunit NA X NA -0,587 0,027
134065204 |beta-tubulin X 3% X -1,318 0,000
134065243  |conserved hypothetical protemn X X -0,659 0,002
134065390 |subunit X % -0,682 0,000
134065491  |enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein,conserved X x X -0,623 0,046
134065545 |aldose 1-epimerase-like protein NA X b3 -1,330 0,033
134065590  [conserved hypothetical protein X x NA -0,628 0,010
134065654  |conserved hypothetical protein .4 X -0,978 0,048
134065827 |EF hand containing protein % X 0,733 0,007
134065838  |protemn kinase A catalytic subunit 1soform 1 X X -0,765 0,021
134065866  |conserved hypothetical protein 54 X -0,612 0,001
134066059 |ADP-ribosylation factor-like protein X X NA -0,759 0,001
134066129  |putative nima-related protein kinase x X -0,799 0,000
134066142  |conserved hypothetical protein % % -1,171 0,000
134066315 |putative actin-like protein X X, -1,322 0,005
134066661  |putative replication factor C, subunit 5 NA x NA 0,797 0,033
154331840 |putative ADP-ribosylation factor x % X -1,237 0,000
154331958  |putative cytochrome ¢ oxidase assembly factor X NA -0,686 0,030
154332161 |conserved hypothetical protein X X -0,690 0,000
154332714  |conserved hypothetical protein X -0,614 0,001
154332786  |conserved hypothetical protein X NA -0,748 0,046
154332824  |hypothetical protein, unknown function X X -0,608 0,003
154332880 |kinetoplast-associated protein-like protein X NA -1,062 0,042
154333462  |putative 408 ribosomal protein S21 X -1,282 0,005
154333721 |cytochrome ¢ oxidase subunit IV X -0,629 0,000
154333930  |katanin-like protein X -1,049 0,031
154333990  |hypothetical protein, unknown function NA NA X 0,772 0,002
154334175 |cystathionine beta-lyase-like protein X X NA -0,849 0,041
154334508 |conserved hypothetical protein X X X -0,846 0,006
154334646  |mitochondrial DNA topoisomerase IT X X X -0,609 0,043
154334723  |conserved hypothetical protein x X X -0,823 0,000
154334929  |conserved hypothetical protein % % x -0,635 0,016
154335029 |putative endoplasmic reticulum oxidoreductin X % X -0,938 0,000
154335697 |conserved hypothetical protein X X X -0,711 0,014
154335884  |conserved hypothetical protein % % NA -0,930 0,003
154336016  |conserved hypothetical protein % . 4 X -0,785 0,008
154336115  [putative adenylate kinase x X -0,598 0,002
154336249  |conserved hypothetical protein NA X NA -0,679 0,000
154336277 |conserved hypothetical protemn X %, -0,978 0,000
154336411 |putative protein kinase NA x -1,029 0,000
putative dolichyl-P-Man:GDP-Man1GlcNAc2-PP-
154336475 |dolichyl alpha-1,3-mannosyltransferase X 19201 0,005
154337286  |choline dehydrogenase, like protein -1,062 0,040
154338109  |conserved hypothetical protein X NA -0,618 0,009
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154338327 |putative translation factor suil X X X -0,694 0,018
154338716  |putative protein kinase NA X X -0,703 0,000
154338764 |DNAj-like protein X X X -0,601 0,039
154338784 |aldehyde dehydrogenase, mitochondrial precursor X X X -0,696 0,004
154338794 |putative ATPase beta subunit % X X -0,615 0,000
154339151 |putative C-1-tetrahydrofolate synthase,cytoplasmic x X X -0,655 0,022
154339443  |conserved hypothetical protein X X NA 0,711 0,003
154339650 |conserved hypothetical protein X % NA -2,048 0,033
154339886 |conserved hypothetical protemn X X X -0,646 0,001
154339936 |conserved hypothetical protein 54 X NA -0,778 0,004
154340173  |conserved hypothetical protein *® NA -1,250 0,012
154340281 |ER lumen retaining receptor-like protein NA NA -1,046 0,034
154340405 |conserved hypothetical protein X -0,698 0,005
154340649  |conserved hypothetical protein -0,600 0,004
154340751 |conserved hypothetical protein NA NA -0,737 0,039
154341637 |conserved hypothetical protein -0,856 0,014
154341859  |formate--tetrahydrofolate ligase -0,819 0,001
154342170 |conserved hypothetical protein NA -0,613 0,046
154343223  |putative rabl1B GTPase -0,822 0,000
154343734  |conserved hypothetical protein % NA -1,017 0,013
154344046  |conserved hypothetical protein NA -0,725 0,045
154344375 |conserved hypothetical protein X -0,721 0,001
154344383  |conserved hypothetical protein X %, -0,600 0,006
154344429  |conserved hypothetical protein X NA -0,797 0,011
154344567 |putative short chain dehydrogenase X X -1,017 0,000
154344621 |conserved hypothetical protein % % -0,749 0,004
154344893  |conserved hypothetical protein > X -0,598 0,007
154344961 |putative replication factor C, subunit 3 NA X -0,775 0,014
154345456  |putative dolicholphosphate-mannose synthase NA X NA -0,586 0,027
154345624  |putative short chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase X X -0,825 0,005
154345650 |conserved hypothetical protein, partial X X X -0,935 0,000
154345708  |conserved hypothetical protein X NA -0,679 0,027
154345788  |putative T-lymphocyte triggering factor % 3 X -0,608 0,001
154345950 |conserved hypothetical protein X X X -0,807 0,000
154346004 |conserved hypothetical protein X X X -0,634 0,004
322504655 |mitochondrial malate dehydrogenase X X b -1,150 0,001
322504784 |conserved hypothetical protein NA X X -0,781 0,044
322505720 |putative cytochrome P450 reductase X NA -1,617 0,012
322505841 |putative adaptin NA X NA -0,670 0,003
389599899 [conserved hypothetical protein X X X -0,593 0,001
389600023 [exportin T ({RNA exportin)-like protein NA X NA -1,343 0,020
389600682  |conserved hypothetical protein NA X NA -1,821 0,002
389602236 |conserved hypothetical protein NA X X -0,781 0,019
methylcrotonoyl-coa carboxylase biotinylated
389602502  [subunitprotein-like protein X X X -0,683 0,002
389602980 [putative ADP-ribosylation factor-like 2, arl2 x X X -2,349 0,001
389603029 |conserved hypothetical protein 5.4 % X -0,759 0,002
389603467 |putative target of rapamycin (TOR) kinase 1 X X X -1,744 0,010
389603632 |serine palmitoyltransferase-like protein x X X -1,821 0,004
389603652 |conserved hypothetical protein NA X NA -0,690 0,018
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389603980 |conserved hypothetical protein x -0,892 0,004
389603992 |putative N-acyl-L-amino acid amidohydrolase X -0,801 0,026
1527124545 |hypothetical_protein NA x NA -0,903 0,028
1527124625 |hypothetical protein NA X 0,718 0,004
1527124642 |Sec7 domain_containing_protein NA X -0,665 0,004
1527124689 |hypothetical_protein X X -0,601 0,005
1527124697 |vacuolar-type Ca2+-ATPase X X -0,665 0,014
1527124729 |Domain of uncharacterised function (DUF3437) X X NA -0,759 0,029
1527124771 |inositol phosphosphingolipid_phospholipase_C-Like X X X -0,900 0,000
1527124980 |calmodulin x x X 0,718 0,009
1527125196 |hypothetical protein x x X -0,687 0,001
1527125311 |ATPase NA X X -0,787 0,002
1527125414 |vacuolar ATP synthase subunit x x x 1,029 0,000
1527125427 |protem_phosphatase_with EF-Hand_domains (PPEF) X X 0512 0,002
1527125473 |Kinesin-13 2 NA b4 X -1,468 0,018
1527125492 |alpha_tubulin x x -0,675 0,002
1527125502 |alpha_tubulin % X -1,077 0,001
1527125586 |DNA-directed RINA_ polymerase I_subunit NA x NA 0,817 0,002
1527125755 |dynein_heavy_chain x NA -0,696 0,019
1527125783 |serine_hydroxymethyltransferase (SHMT-L) x x 0,811 0,016
1527125831 [lysyl-tRNA_synthetase X x X -0,642 0,012
1527125840 |Isoprenylcysteine alpha-carbonyl methylesterase NA x X -1,434 0,013
1527125974 |Phosphotransferase enzyme_family X X X -0,750 0,002
1527125990 |proteasome_26S_non-ATPase subunit 9 X X X 0,722 0,002
1527126088 |cytochrome_c X X x 0,842 0,041
1527126095 |hypothetical protein X X x -1,474 0,006
1527126109 |kinesin X X X -1,144 0,026
1527126296 |IQ_calmodulin-binding_motif_containing_protein x NA -1,826 0,025
1527126463 |peroxidoxin X x X -0,755 0,025
1527126498 |ATP-binding cassette_protein subfamily G x x X -0,638 0,011
1527126688 |glycosomal_transporter (GAT3) X X X 0,950 0,001
1527126783 |CBF/Mak2l_family X X X -0,610 0,006
1527126885 |3-oxoacyl-ACP_reductase NA NA X -0,757 0,029
1527126957 |DNA repair_protein RADS1 NA NA -0,999 0,000
1527127046 |haloacid_dehalogenase-like_hydrolase-like protein x X -0,640 0,040
1527127130 |Methyltransferase_domain_contamning_protein NA NA -1,096 0,019
1527127236 |2-oxoisovalerate dehydrogenase_beta_subunit x 0,651 0,007
1527127372 |rieske iron-sulfur protein X 0,684 0,000
1527127391 |ubiquitin_hydrolase NA X NA -0,950 0,035
1527127413 |UBX_domain_containing_protein x 0,882 0,000
1527127462 |Autophagy-related protemn_24 X -0,945 0,000
1527127490 [acyl-CoA_dehydrogenase X -0,862 0,005
1691131882 |beta-fructofuranosidase X X X -0,781 0,045
1691131890 [Phytanoyl-CoA dioxygenase_(PhyH) NA X NA 0,735 0,021
1691131940 |hypothetical protein X X X -0,794 0,001
1691132038 |dynein-light_chain-protein NA x NA -1,301 0,018
1691132075 [Mitochondrial glycoprotein % x X 0,935 0,022
1691132168 [ribonuclease H1 X NA -0,909 0,006
1691132275 |coproporphyrinogen I1I_oxidase X x -0,730 0,008
1691132629 |SPFH_domain /_Band_7_family X -0,882 0,001
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1691132736 |malate_dehydrogenase X NA -0,709 0,005
1691132819 |DNA-directed RNA_polymerase_III_subunit x -0,592 0,000
1691133303 [cysteine_peptidase X x 0,852 0,000
1691133500 |aspartyl-tRNA_synthetase X -1,083 0,012
mitochondrial structure_specific_endonuclease I (SSE-
1691133589 1) X X X 0,678 0,000
1691133659 |hypothetical_protein NA x NA -1,376 0,003
1691133740 |DNA. replication licensing_factor MCMS NA x €0.727 0,002
1691133838 |lysophospholipase X X X -0,595 0,001
1691133878 |hypothetical_protein x x NA 0,653 0,027
1691134243 |hypothetical protein % x X -1,449 0,002
1691134687 |glutamamyl_carboxypeptidase X X X -1,063 0,036
1691134981 |DREV_methyltransferase X X X 0,866 0,001
1691135077 |hypothetical_protein X X -0,696 0,025
1691135204 |hypothetical protein X X X -0,689 0,035
1691135210 |PAS-domain containing phosphoglycerate_kinase x X X 0,789 0,001
1691135386 |amidohydrolase X X X -0,912 0,006
1691135452 |nucleosome assembly protein-like_protein X X X 0,622 0,001
1691135524 |hypothetical_protein x NA 0,778 0,002
1691135762 |small nuclear ribonucleoprotein X x X -0,607 0,002
Pentatricopeptide_repeat domain/PPR_repeat/PPR_repe
1691135777 |at_family x X NA 0,683 0,010
1691135836 |[protein_kinase X x X 0,743 0,029
1691135851 |like_protein X X X -0,641 0,038
1691135860 |Ras-related protein RAB2B X X X -0,589 0,030
1691135953 |ubiquitin_hydrolase NA X X -0,663 0,013
1691136217 |beta_tubulin X X X -0,730 0,000
1691136233 |hypothetical _protein X x x -0,750 0,033
1691136263 |hypothetical protein NA X NA -1,124 0,032
1691136287 |amino_acid_permease-like_protein x X X 0,632 0,042
1691136297 [PRAI_family_protein x X X -1,108 0,004
1691136346 |RNA_ editing complex protein MP46 x x NA -0,753 0,001
1691136365 |WD_domain X X X -0,763 0,000
1691136679 |Memo-like_protein X X X -0,620 0,035
1691136916 |Macro_domain_contaimng_protein X X b -0,639 0,027
1691137138 |phosphoribosylpyrophosphate_synthetase x x X -0,729 0,005
1691137228 |small_G-protein NA x X -1,445 0,026
1691137230 [chaperone protein DNA;j X X X 0,610 0,009
Sperm_tail/Sperm_tail_C-
1691137270 |terminal domain containing_protein X< x X< -1,407 0,014
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