UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE PARASITOLOGIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PARASITOLOGIA

Abordagem protedmica para identificacdo de fatores

de viruléncia em duas cepas de Leishmania infantum

Luiz Carlos Fialho JUnior

Belo Horizonte
2013



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DEPARTAMENTO DE PARASITOLOGIA

2  PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PARASITOLOGIA

"-.,_/-u-. ;;;;

Abordagem protedmica para identificacdo de fatores

de viruléncia em duas cepas de Leishmania infantum

Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de
mestre no Programa de Pds-Graduacao
em Parasitologia do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Minas Gerais.

Orientadora: Profa. Dra. Hélida Monteiro
de Andrade

Co-orientadora: Dra. Simone da Fonseca
Pires

Belo Horizonte
2013






“O ser humano vivéncia a si mesmo, seus pensamentos
como algo separado do resto do universo — em uma
espécie de ilusdo de dtica de sua consciéncia. E essa
ilusdo é uma espécie de prisdo que nos restringe a NOSSOS
desejos pessoais, conceitos e ao afeto por pessoas mais
proximas. Nossa principal tarefa € a de nos livrarmos
dessa prisdo, ampliando o nosso circulo de compaixo,
para que ele abranja todos os seres vivos e toda a
natureza em sua beleza. Ninguém conseguira alcancar
completamente esse objetivo, mas lutar pela sua
realizacdo ja é por si s6 parte de nossa liberagcdo e o
alicerce de nossa seguranga interior.”

- Albert Einstein
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RESUMO

Leishmania infantum, sinonimia com L. chagasi, € o protozoario responsavel pela
Leishmaniose Visceral nas Américas e na Europa, uma doenga grave, podendo ser fatal
se ndo tratada. Os casos humanos variam desde infecgdo sub-clinica, com um numero
indeterminado de assintomaticos em areas endémicas, até um quadro crescente de co-
infeccdo com HIV e alta letalidade em criancas. Em cdes, a doenca € severa,
caracterizada por cronica e progressiva caquexia, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia,
onicogrifose e pancitopenia. Porém, menos de 60% dos cées infectados apresentam
sinais clinicos da doenca, sugerindo que tanto fatores do hospedeiro quanto do parasito
podem estar envolvidos na variabilidade clinica da doenca. Assim, devido a sua
importancia e diversidade clinico-epidemioldgica em nosso pais, o estudo de fatores de
viruléncia em L. infantum mostra-se bastante promissor para um melhor entendimento
da relacdo parasito-hospedeiro. Neste estudo, inicialmente foi caracterizada a viruléncia
entre duas cepas de L. infantum (BH46 e BH400) e em seguida foi comparada a
expressdo diferencial de proteinas entre as cepas. Dessa forma, através de eletroforese
bidimensional e Differential Gel Electrophoresis (DIGE), foram avaliados os perfis
protedmicos das formas promastigota entre as diferentes cepas. Posteriormente, as
proteinas foram identificadas por Espectrometria de Massas. Essas analises nos
permitiram selecionar e identificar proteinas possivelmente associadas a diferenca de
viruléncia entre as cepas BH46 e BH400, entre elas estdo a Triparredoxina, S-Adenosil
Homocisteina Hidrolase, HSP- 70, Metalo-Peptidase, Clan MA(E), Familia M3,
Enolase, Fosfomanomutase, Peroxirredoxina, proteina 14-3-3 like, proteina Rab 1
ligante a GTP e KMP-11. Através da predicdo da rede de interagBes entre as proteinas,
foi observado que muitas vezes as proteinas descritas como envolvidas na viruléncia
interagem entre si, tornando importante o estudo de todos os complexos proteicos
globais do organismo, e ndo apenas uma proteina individualmente. Assim, a
caracterizacéo de fatores envolvidos com a diferenca de viruléncia entre BH46 e BH400

permitird um melhor entendimento sobre a relagédo parasito-hospedeiro.



ABSTRACT

Leishmania infantum, synonymy with L. chagasi, is the protozoan responsible for
Visceral Leishmaniasis in the Americas and Europe, a serious disease that can be fatal if
untreated. Human cases range from subclinical infection, with an undetermined number
of asymptomatic patients in endemic areas, a growing cadre of co-infection with HIV
and high mortality in children. In dogs, the disease is severe, characterized by chronic
and progressive cachexia, hepatosplenomegaly, lymphadenopathy, and pancytopenia
onychogryphosis. However, less than 60% of the infected dogs present clinical signs of
the disease, suggesting that host and parasitefactores are involved in clinical variability
of disease. Thus, due to its importance and clinical and epidemiological diversity in our
country, the study of virulence factors in L. (L.) infantum appears to be quite promising
for understanding the host-parasite relationship. This study compared the differential
expression of proteins between two strains of L. (L.) infantum (BH46 and BH400) with
difference in virulence. Therefore, using two-dimensional electrophoresis and
Differential Gel Electrophoresis (DIGE) will be assessed proteomic profiles of
promastigote forms between different strains. These analyzes allowed us to select and
identify proteins possibly related to the difference in virulence between strains BH46
and BH400, among them are the Tryparedoxin, S-Adenosyl homocysteine Hydrolase,
HSP-70, Metallo-Peptidase, Clan MA(E) Family M3, Enolase, Phosphomannomutase,
Peroxiredoxin, 14-3-3 protein like protein, GTP binding protein Rab 1 and KMP-11.
Through the prediction of the network of interactions between the proteins was
observed that often described as proteins involved in virulence interact with each other
making important to study all overall organism protein complexes, and not only a
protein individually. Thus, the characterization of factors involved in the virulence
difference between BH46 and BH400 will enable a better understanding of the host-

parasite relationship.
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1. INTRODUCAO

O género Leishmania (Ross, 1903), pertence a familia Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastida, = Classe =~ Zoomastigophora, = Sub-Filo  Mastigophora,  Filo
Sarcomastigophora. S&o protozoarios transmitidos através da picada de flebotomineos
fémeas do género Phlebotomus no Velho Mundo (Europa, Asia e Africa) e Lutzomyia
no Novo Mundo (Américas) (Neuber, 2008). Apresentam ciclo de vida heteroxénico,
sendo que as formas promastigotas sao flageladas livres ou estdo aderidas ao trato
digestivo dos hospedeiros invertebrados. Enquanto as formas amastigotas possuem
flagelo retraido e sdo intracelulares obrigat6rias no hospedeiro vertebrado (McNicoll,
2006).

A Leishmania é transmitida durante a hematofagia do flebotomineo fémea
infectado, onde o parasito na forma flagelada promastigota metaciclica € regurgitada,
infectando o hospedeiro vertebrado. Essas promastigotas sdo fagocitadas por
macrofagos e dentro do vaclolo parasitoforo, passam por mudancas morfologicas,
fisiolégicas e bioguimicas e se diferenciam em formas arredondadas com flagelo
retraido, denominadas amastigotas. Em seguida, ocorre a fusdo do vacuolo parasitéforo
com os lisossomos, dando origem ao vacuolo fagolisossomal, no qual o parasito
permanece em um ambiente hostil, contendo enzimas lisossomais, metabélitos reativos
do oxigénio, mecanismos de sinalizacdo celular, citocinas e producdo de 6xido nitrico
(Cunningham, 2002). No entanto, a Leishmania esta adaptada para sobreviver neste
ambiente, sendo capaz de inibir diversos mecanismos de defesa celular responsaveis por
causar a destruicdo do parasito, e entdo se multiplicar por divisdo binaria, até levar a
ruptura da célula infectada e liberar formas amastigotas que sdo fagocitadas por outros
macrofagos (Peters, 2008).

O inseto vetor se infecta através da ingestdo de macrofagos contendo formas
amastigotas que acompanham o sangue e tecido do hospedeiro vertebrado infectado. No
trato digestivo anterior do flebotomineo, as amastigotas transformam-se rapidamente
em promastigotas, que se multiplicam, aderidas a parede do intestino e colonizam o
trato digestivo do inseto. Em seguida, os parasitos migram para a regido anterior do

intestino onde uma parte deles se transformam em promastigotas metaciclicas, formas
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infectantes para o hospedeiro vertebrado (Sacks & Noben-Trauth, 2002; Cuervo et al,
2010).

Protozoérios do género Leishmania sdo agentes etiolégicos de um complexo de
doencas que possuem um amplo espectro de sinais clinicos, variando desde lesbes
cutaneas que podem ser auto-limitantes até a visceralizagcdo, muitas vezes fatal se ndo
tratada adequadamente. Essas doencas estdo presentes em 88 paises com
aproximadamente 12 milhdes de infectados e 350 milhdes de pessoas em risco de
contrair a infeccdo (http://www.who.int/leishmaniasis/en/). No Brasil, o agente
etiologico da leishmaniose visceral (LV), forma mais grave da doenca, é a Leishmania
(Leishmania) infantum (=L. (L.) chagasi).

No homem, a progressdo da doenca é determinada pela espécie do parasito, da
cepa, da resposta imune e estado nutricional do hospedeiro. Essa variagdo de sinais
clinicos pode ser dividida basicamente em duas doencas distintas: Leishmaniose
Tegumentar e Visceral. A forma Tegumentar pode ser subdividida em Cutanea
(associada frequentemente as espécies Leishmania (Leishmania) major, L. (L) tropica,
L. (L) mexicana e L. (Viannia) braziliensis), Mucocutanea (associada principalmente
por L. (V) braziliensis e L. (L) tropica) e Difusa (associada a L. (L) amazonensis, L. (V)
guyanensis e L. (L) aethiopica); e Leishmaniose Visceral, podendo ser causada por L.
(L) donovani ou por L. (L.) infantum (=L. (L.) chagasi) (Silveira et al, 2004, Castellano,
2005).

A Leishmaniose Visceral (LV) é a forma mais severa da doenga, sendo causada
por parasitos do complexo Leishmania donovani na Africa, Asia, Europa e nas
Américas (Gontijo e Melo, 2004). No Leste Africano e na Asia, a doenca é uma
antroponose causada pela espécie L. (L) donovani. Nas Américas e na Europa, a espécie
responsavel pela doenca é a L. (L.) infantum/chagasi e diferentemente da L. (L)
donovani, essas espécies sdo responsaveis por causar zoonose (Gontijo e Melo, 2004;
Chappuis, 2007).

A classificacdo taxondmica de Leishmania agrupa dois subgéneros: Viannia e
Leishmania, e essa classificacdo baseia-se através de aspectos biologicos, bioquimicos e
moleculares. Os parasitos do subgénero Viannia, desenvolvem-se no intestino posterior
do vetor, migrando-se posteriormente para o intestino médio e anterior. Por outro lado,
0s parasitos do subgénero Leishmania, desenvolvem-se apenas no intestino médio e

posterior (Laison e Shaw, 1979).
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Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO) ocorrem 500.000 novos casos
por ano de LV, sendo que a forma causada por L. (L.) infantum, representa 20% da
leishmaniose visceral humana mundial (100.000 casos anualmente) e sua incidéncia é
crescente nas areas urbanas e peri-urbanas dos tropicos (WHO, 2009).

Dentre os 88 paises acometidos pelas Leishmanioses, cinco merecem atencéo
especial por representarem cerca de 90% dos casos de Leishmaniose Visceral:
Bangladesh, india, Nepal, Sudo, Venezuela e Brasil. Do Brasil sdo procedentes cerca
de 97% dos casos humanos de LV descritos na América do Sul (http//www.who.int/),
onde ha um crescente aumento tanto das areas de ocorréncia quanto do numero de
casos. A regidao metropolitana de Belo Horizonte, nos dltimos anos, registrou um
aumento nos casos de LV, sugerindo um aumento na taxa de transmisséo da doenca.
Entre 1994 a 2009, foram confirmados 1.215 casos de LV no municipio de Belo
Horizonte. As taxas de letalidade sdo altas (a média dos ultimos 11 anos é de 13%),
sendo 19,3% em 2009 (PBH).

No homem, a LV acomete frequentemente criancas, idosos e pode ser
considerada uma doenca oportunista em pacientes portadores do virus HIV, ou sob
tratamentos com imunossupressores, indicativo de que o estado imune do hospedeiro é
importante fator na infeccdo por L. (L.) infantum (Oliveira et al, 2008).

Em cées, a forma assintomética da doenca apresenta indices entre 40 e 60% dos
casos, o que dificulta muito no diagnéstico, sendo consequentemente, um fator
determinante na disseminacdo, prejudicando o controle da doenca. Na regido endémica
de Belo Horizonte, MG, estudos demonstram uma correlacdo entre a LV canina e a
humana, com os casos caninos antecedendo os casos humanos (Souza et al, 2005).

O desenvolvimento da doenca ndo é influenciado pelo sexo ou a raca do
hospedeiro, porém em relacdo a idade, observa-se que criangas e idosos Sd0 mais
susceptiveis, devido a baixa imunidade (Pearson et al, 1992).

Apos a cura da infeccdo primaria, individuos se tornam resistentes as infecgdes
futuras na maioria dos casos, 0 que sugere a possibilidade do desenvolvimento de uma
vacina contra Leishmaniose. Porém, até o momento ndo foi produzida uma vacina
comprovadamente eficaz contra a doencga, sendo a utilizagéo de antimoniais a principal
forma de tratamento da LV (Ouellette e Papadopoulou, 2004).

Estas observacdes, juntamente com a diversidade clinica exibida pelos

hospedeiros na infecgdo por L. infantum, sugerem que tanto fatores do hospedeiro
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quanto do parasito possam estar envolvidos na variabilidade clinica da doenca. Assim,
devido a sua importancia e diversidade clinico-epidemioldgica em nosso pais, a L.
infantum parece constituir um excelente modelo para estudos de fatores de viruléncia.

As proteinas sdo as moléculas responsaveis pela determinacdo dos fenotipos
celulares em todos os organismos, de procariotos a eucariotos. Consequentemente, 0s
fatores de viruléncia em Leishmania estdo relacionados com a expressdo protéica, esta
por sua vez pode ser estudada por meio dos niveis de mRNA ou das proteinas
propriamente ditas. No entanto, em Leishmania, niveis de mMRNA n&o necessariamente
indicam a respectiva abundancia de proteinas, podendo assim serem dados parcialmente
enganosos (Anderson et al, 1997; Gygi et al, 1999), além de ndo informar niveis de
modificagcbes pds-traducionais, que podem mudar drasticamente a funcionalidade
desempenhada pela proteina. Os Trypanosomatideos regulam a expressao de proteinas,
principalmente através de modificacdes pos-transcricionais e traducionais (Clayton et
al, 2002; Rosenzweig et al, 2008; Paape et al, 2011).

A Eletroforese Bidimensional (2-DE) é reconhecida como o meétodo de
separagdo mais simples e eficaz para a analise global de proteinas, uma vez que pode ser
utilizado para analisar diferencas de expressdo e as modificacGes pos-traducionais, com
auxilio da Espectrometria de Massas (Brobey et al, 2007).

As primeiras tentativas de estudos protedmicos realizados de Leishmania, foram
publicados em 1980 e 1984 por Handman et al, 1980 e Saravia et al, 1984, porém
nenhuma proteina foi identificada, devido aos dados do genoma ainda ndo-sequénciado,
impossibilitando a identificacdo das proteinas. Entretanto, a identificacdo de proteinas
retiradas de géis bidimensionais através da Espectrometria de Massa (Paape e
Aebischer, 2011) passou a ter maior sucesso apds o sequenciamento do genoma de
L.major, L. infantum e L. braziliensis e disponibilidade virtual desses dados (lvens et al,
2005; Peacock et al, 2007)

O primeiro estudo no qual se analisou proteinas que foram excisadas de géis
bidimensionais e identificadas através da Espectrometria de Massa foi realizado por El
Fakhry et al, 2002, onde foram comparados formas evolutivas (Promastigota e
Amastigotas Axénicas) de L. infantum, quando foram observadas 62 proteinas com
diferengas de expressdo. O genoma de L. major, L. infantum e L. braziliensis ainda néo
havia sido sequenciado, portanto a identificagdo foi realizada utilizando-se a sequéncia

de amino &cidos encontrados e através de buscas de proteinas homologas utilizando o
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algoritmo BLAST, que necessita de um alto grau de sequéncias conservadas para
identificacdo das proteinas. Devido a isso, foram identificadas apenas duas proteinas
(Isocitrate Dehydrogenase e Triosephosphate Isomerase).

Ap0s o banco de dados GeneDB se tornar disponivel publicamente, fornecendo
uma plataforma inicialmente para o genoma de L. major (2005) e posteriormente para
0s genomas sequenciados de L. infantum e L. braziliensis (2007), houve um
significativo aumento no numero de estudos e também de proteinas de Leishmania
sendo identificadas através de andlises protedmicas (Hertz-Fowler et al, 2004).

Walker e colaboradores (2006) avaliaram diferencas de expressdo nas proteinas
estagio-especificas entre amastigotas axénicas e promastigotas de L. panamensis.
Encontraram em amastigotas axénicas 75 proteinas e em promastigotas, 45 proteinas
que foram diferencialmente expressas (Walker et al, 2006).

Proteinas imunogénicas de promastigotas de L. infantum foram avaliadas por
Dea-Ayuela e colaboradores (2006), e através de Géis Bidimensionais, Western blot e
Espectrometria de Massa, foram identificadas 29 proteinas, em um total de 72 spots
(Dea-Ayuela et al, 2006). No mesmo ano, Forgber e colaboradores (2006), avaliaram
em um gel bidimensional com 1067 spots, aqueles spots imunogénicos, reconhecidos no
Western Blot. De 330 spots antigénicos, 6 proteinas foram identificadas por
Espectrometria de Massa (Forgber et al, 2006).

Alguns autores vém desenvolvendo técnicas para aumentar o numero de
proteinas identificadas, o que € especialmente interessante para a constru¢do de mapas
protedmicos. Por exemplo, McNicoll e colaboradores (2006) utilizaram um pré-
fracionamento com precipitacdes de diferentes concentragdes de Sulfato de Amonio nas
amostras de Promastigotas e Amastigotas de L. infantum de forma a aumentar a
cobertura protedmica. Proteinas nas fracGes contendo 40 a 80% de Sulfato de Amonio
foram utilizadas em géis bidimensionais, e foram detectados 2261 e 2273 em
promastigotas e amastigotas, respectivamente. Foram identificadas no Espectrometro de
Massa 168 proteinas, originadas de 71 genes diferentes. Cuervo e colaboradores (2007)
realizaram um estudo protedmico para identificar proteinas expressas em promastigotas
de L. braziliensis, através de eletroforese bidimensional e espectrometria de massas. 75
proteinas, em um total de 160 spots foram identificados por MALDI ToF/ToF. Os genes
correspondentes as proteinas identificadas estdo presentes em 25 dos 35 cromossomos

de L. braziliensis. As proteinas mais abundantes identificadas por este trabalho foram
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fatores de elongamento, HSP-70 e outras chaperonas, assim como dados encontrados
em trabalhos semelhantes envolvendo outras espécies de Leishmania.

Alguns estudos protedmicos sdo realizados com o objetivo de identificar
proteinas de fragBes celulares. Para um pré-fracionamento em membranas Foucher e
colaboradores (2006) utilizaram uma solubilizacdo diferencial através de digitonina, um
detergente ndo-idnico. Avaliaram atraves de géis bidimensionais extratos protéicos de
promastigotas e amastigotas axénicas de L. infantum, em diferentes concentragGes de
digitonina (100 pM, 500 uM e 5 mM). A quantidade de spots detectados foram 983,
883, 286 e 1086 para a concentracdo de 100 uM, 500 uM, 5 mM e proteinas néo-
solubilizadas, respectivamente. Um total de 153 proteinas foram identificadas, sendo 43
proteinas hipotéticas.

Anélises Protedmicas em Leishmania também sdo utilizadas para analise de
expressao diferencial de proteinas com distintas abordagens e objetivos. Leifso et al,
2007, através da técnica de proteoma quantitativa ICAT (Isotope Coded Affinity Tag)
identificaram proteinas diferencialmente expressas de promastigotas e amastigotas
axénicas de L. infantum. Identificou com sucesso 91 proteinas, e observou que 8%
delas, eram diferencialmente expressas na forma amastigota. 20% eram
diferencialmente expressas em promastigotas e 0s 72% restantes das proteinas foram
considerados proteinas constitutivas. Vergnes e colaboradores (2007) avaliaram
isolados resistentes e susceptiveis de L. donovani na india ao antimonial Sh(V). Foram
identificadas 11 proteinas e dentre as proteinas identificadas estdo a HSP83, proteina
14-3-3 e SKCRP14.1 (small kinetoplastid calpain-related protein), relacionada com
programacédo de morte celular em alguns organismos, indicando a alteracdo da morte
celular em parasitos resistentes. Rosenzweig et al, 2008, realizaram um trabalho
utilizando o método iTRAQ de marcacBes isobaricas para quantificacdo relativa e
absoluta durante a diferenciacdo de formas promastigotas em amastigotas axénicas. Um
total de 1713 proteinas foram identificadas, sendo 934 com fungdes conhecidas ou
preditas e 779 com funcdo desconhecida. Mais da metade, (56%) das proteinas
identificadas foi expressa em todos os estagios avaliados, cerca de 16% apresentavam a
expressao gradativamente aumentada, 17,4% expressdo gradativamente diminuidas e
quase 21% néo tiveram a expressao afetada.

O estudo de proteinas secretadas tem sido denominado “secretoma”, e esse tipo

de estudo tem sido realizado em Leishmania. Secretoma de promastigotas de L.
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donovani foi analisado utilizando marcagdo de aminoacidos por isotopos estaveis em
cultura (Stable isotope labeling by amino acids - SILAC) por Silverman e colaboradores
(2008). A cultura de promastigota na fase estacionaria foi marcada e o sobrenadante
dessa cultura foi comparado com outra cultura sem a marcagdo desses is6topos. Na
comparacdo do sobrenadante dessas duas culturas, 358 proteinas foram encontradas,
porém através da marcacdo realizada, 151 foram confirmadas como sendo secretadas
pelo parasito. De acordo com o autor, a maior parte dos genes dessas proteinas nao
possuia 0 codigo de sinalizagdo para serem secretadas, propondo entdo a secrecdo via
vesiculas (Exossomos). Cuervo e colaboradores (2009) identificaram proteinas
secretadas de promastigotas de L. braziliensis. O sobrenadante das culturas foi retirado,
precipitado e as proteinas submetidas a eletroforese bidimensional. Provenientes de 35
genes, 42 proteinas foram identificadas e submetidas a analises de bioinformética para
determinar a auséncia ou presenca de peptideo sinal ou vias de secrecdo. Duas proteinas
foram preditas como sendo secretadas pela via classica e 22 proteinas através da via
ndo-classica. Os autores concluem que ha uma via de secrecdo ndo-convencional em
Leishmania.

Atualmente uma importante utilizacdo da analise protebmica tem sido a
possibilidade de determinar modificacdes pds-traducionais, uma vez que estas Sdo
determinates na funcionalidade protéica. Morales et al, 2008, realizaram o primeiro
fosfoproteoma de L. donovani nas formas promastigotas e amastigotas axénicas. As
fosfoproteinas foram imobilizadas em uma cromatografia de afinidade (IMAC) e
separadas por eletroforese bidimensional. Um total de 73 fosfoproteinas foram
identificadas, dentre elas, 55 com funcdo ja descrita e 18 proteinas hipotéticas. Houve
mais proteinas fosforiladas na forma amastigota axénica (4%) do que em promastigotas
(2.6%). Os sitios de fosforilacdo em Leishmania sdo sempre menos conservados em
comparagOes a outros Trypanosomatideos. Em relacao a esses sitios de fosfolizacdo, L.
infantum é mais semelhante ao Trypanosoma cruzi do que T. brucei e T. vivax, podendo
ser reflexo da relevancia desses sitios para a sobrevivéncia/adaptacéo intracelular.

Viruléncia é definida por Chang e colaboradores (2003) como sendo o grau de
patogenicidade de um micro-organismo geneticamente dotado dessa capacidade,
quando se manifesta contra um hospedeiro com um sistema imune intacto sob
condi¢des normais. Embora viruléncia seja uma caracteristica do parasito, ela pode ser

determinada por multiplas interacfes entre o parasito e o hospedeiro. Nas duas Ultimas
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décadas, um grande numero de potenciais fatores de viruléncia em Leishmania tem sido
descritos. Algumas das funcOes atribuidas a esses fatores de viruléncia sdo ligacéo,
migracdo e liberacdo do parasito no intestino médio dos flebotomineos, e nos
hospedeiros vertebrados, o parasito modula a atividade imunoldgica, levando ao
estabelecimento da sobrevivéncia intracelular, permitindo sua multiplicacdo e
consequente evolucao da infeccdo e patogénese da doenca.

Na literatura, observa-se o registro de diversas moléculas nas diferentes espécies
de Leishmania causadoras de LV associadas & interacdo, sobrevivéncia e viruléncia na
célula hospedeira. Uma delas € a proteina Major Surface Protease (MSP) também
chamada gp63, expressa na superficie do parasito, uma metaloproteinase contendo
zinco, que € encontrada em niveis aumentados em parasitos virulentos de L. (L.)
infantum (Brittingham et al, 2001). A gp63 também possui funcdo de evadir as
promastigotas do sistema do complemento, além de degradar algumas enzimas
citoliticas do hospedeiro, permitindo a sobrevivéncia das amastigotas (Hsiao, 2008).

Outra molécula expressa abundantemente na superficie de promastigotas, e uma
das mais estudadas € o Lipofosfoglicano (LPG) e estd envolvido em varias etapas no
estabelecimento da infeccdo, como resisténcia a lise pelo complemento, ligacdo e
entrada no macréfago, resisténcia as acfes de antioxidantes e enzimas do hospedeiro
(Spéth, 2003). Quando h& a diferenciacdo em amastigotas, os niveis de LPG sdo
reduzidos e sua estrutura bioquimica sofre alteracdes (Matlashewski, 2001).

Uma proteina que tém se mostrado essencial na visceralizacdo de L. donovani é
a proteina A2, predominante nas formas amastigotas do parasito. Essa proteina esta
intimamente ligada com o nivel de HSP100 nas amastigotas, sugerindo que ambas as
proteinas estdo envolvidas com a sobrevivéncia do parasito em altas temperaturas no
interior do corpo do hospedeiro, ao contrario da temperatura encontrada na pele
(Matlashewski, 2001; Chang et al, 2002).

Outras proteinas, como Triparedoxina peroxidase, S-adenosil Homocisteina
Hidrolase e Tripanotiona Redutase foram tambem descritas como fatores de viruléncia e
possiveis alvos para drogas (Mottram et al, 1998; Heikkila et al, 2006; Walker et al,
2006; Cuervo et al, 2010). Outros fatores relacionados a viruléncia do parasito ja
descritas, séo as moléculas HSP70, HSP100, EF-1B, e KMP11 (Achour, 2002; Chang et
al; 2008; Cuervo et al; 2010).
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Diante do exposto, podemos perceber que muitos dos fatores envolvidos na
viruléncia do parasito sdo moléculas protéicas, o que faz das proteinas potentes
candidatas ao estudo dessa relagdo. Logo, os diferentes niveis de expressdo de algumas
proteinas responsaveis pela sobrevivéncia de Leishmania spp. podem determinar o grau
de viruléncia e patogenicidade do parasito (Yao et al, 2007). Assim, na busca por
proteinas envolvidas com a viruléncia, o uso de técnicas proteémicas € especialmente
importante, uma vez que os Trypanosomatideos apresentam alta taxa de regulacdo pos-
transcricional da expressdo génica. Além disso, essa técnica nos permite identificar
pequenas diferencas na expressdo de proteinas e o conhecimento das modificacbes pds-
traducionais, as quais tém papel relevante na modulacdo das fungbes protéicas e na
regulacdo da resposta imune na Leishmaniose.

No presente estudo, foi realizada uma caracterizacdo da viruléncia in vitro e in
vivo das cepas BH46 (menos virulenta) e BH400 (mais virulenta) de Leishmania
infantum, em seguida uma analise Protedmica através de Gel de Eletroforese Diferencial
(DIGE) e Espectrometria de Massas MALDI ToF/ToF, para avaliar as proteinas
diferencialmente expressas entre promastigotas das duas cepas, com intuito de

identificar fatores de viruléncia.
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2. JUSTIFICATIVA

Em todas as formas clinicas das Leishmanioses, as variacbes sugerem a
existéncia de fatores do hospedeiro e do parasito para a determinacdo da forma clinica, e
sabe-se que fatores do parasito sdo determinantes na viruléncia. Poucos estudos foram
realizados para identificacdo de fatores de viruléncia em L. (L.) infantum (L. (L.)
chagasi), e em nenhum foi ainda utilizada a abordagem proteémica, sendo uma das
formas mais interessantes e promissoras para isso.

O grupo de pesquisa em Leishmaniose, liderado pela Profa. Dra. Maria Norma
Melo, do departamento de Parasitologia ICB/UFMG ha mais de 40 anos isolou uma
cepa de L. infantum a partir de um caso de LV humano (MHOM/BR/1972/BH46) e
posteriormente isolou uma segunda cepa, a MCAN/BR/2000/BH400, de um caso de LV
canino. Ambas as cepas infectam bem hamsters e cdes, porém, foi observado que a
BH400 é capaz de causar morbidade e mortalidade muito mais rapidas nos animais do
que o isolado anterior (M. N. Melo — comunicacdo pessoal). No entanto, nenhuma
caracterizacdo sistematica havia sido realizada para essas cepas.

Devido a isso, o trabalho visou a caracterizacdo comparativa da viruléncia de
ambas as cepas em cultura de macréfagos intraperitoneais de camundongos Balb/c e em
hamsters, além de avaliar aumento e peso no baco e no figado de animais infectados e
analises histopatologicas dos mesmos. A carga parasitaria também foi avaliada através
de imuno-histoquimica e diluicdo sucessiva. Além disso, a analise comparativa do
proteoma de Leishmania pode permitir a identificagdo de proteinas fatores de viruléncia
e ajudar a compreender a interacdo parasito-hospedeiro e o desenvolvimento da doenca.
Portanto, no presente estudo propomos a caracterizacao da viruléncia in vivo e in vitro
de ambas as cepas e a comparacdo dos perfis protebmicos da forma promastigota entre

as cepas de L. infantum.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar fatores de viruléncia em diferentes cepas de Leishmania (L.) infantum
(=L. (L.) chagasi).

3.2 Objetivos especificos

= Caracterizar in vivo a viruléncia as cepas MCAN/BR/2000/BH400 e
MHOM/BR/1972/BH46 de L. infantum;

= Caracterizar in vitro a viruléncia das cepas MCAN/BR/2000/BH400 e
MHOM/BR/1972/BH46;

= Determinar o perfil protedmico das cepas utilizadas;

= Selecionar e identificar proteinas diferencialmente expressas que possam

estar associadas com a viruléncia das cepas BH46 e BH400.
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4. METODOLOGIA

4.1- Material Bioldgico

Este projeto estd de acordo com os principios éticos adotados pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) / UFMG sob o protocolo 232/2010 de
1/12/2010 (Anexo 1).

As cepas MCAN/BR/2000/BH400 e MHOM/BR/1972/BH46 da espécie
Leishmania infantum utilizadas, sdo mantidas no Laboratério de Biologia de
Leishmania da Profa Dra. Maria Norma Melo (Departamento de Parasitologia do
ICB/UFMG), criopreservadas, e também sob a forma promastigota em cultivo em meio
acelular com repiques semanais e em hamsters com repiques trimestrais.

As formas promastigotas foram obtidas a partir de bago de animais infectados.
Os tubos contendo os fragmentos de baco em meio bifasico Liver Infusion Tryptose
(NN-LIT) foram mantidos em estufa bioldgica (BOD - FANEM) a 23+1°C. Foram
feitos repiques contendo 200 microlitros (uL) do cultivo em novos tubos contendo Meio
Minimo Essencial (a- MEM) (Sigma-Aldrich - USA) completo a cada 6 ou 10 dias
dependendo do crescimento do parasito. Apds a terceira passagem dos parasitos no
meio de cultivo, eles foram transferidos para garrafas plasticas de 25mL (Sarstedt -
Alemanha), com um indculo de 1x10° promastigotas em 10mL de meio cultura.
Posteriormente foi feito a curva de crescimento para determinar a fase logaritmica de
cada cepa. As cepas BH46 e BH400 foram cultivadas em meio a-MEM completo em
garrafas plasticas de 600mL (Sarstedt - Alemanha) em estufa biolégica (BOD —
FANEM) a 23+1°C, com trés replicatas de cada amostra. Os parasitos foram
quantificados em camara de Neubauer e coletados no final da fase logaritimica ou inicio

da fase estacionaria de crescimento, até a quinta passagem no meio de cultivo.

27



4.2- Caracterizacao da viruléncia in vitro

4.2.1- Infeccdo de macrofagos

Foram coletados macréfagos peritoneais de camundongos BALB\c e
distribuidos em placas de 24 pocos (10° macréfagos/pogo). Os macréfagos foram
infectados com formas promastigotas (10° células/poco) de cada uma das cepas (BH46 e
BH400) em fase estacionaria de crescimento e apds 50 minutos de incubacdo a 35 °C, os
parasitos ndo internalizados pelos macréfagos foram removidos. As células foram
cultivadas por 3 dias e fixadas com glutaraldeido 2,5% e coradas por Giemsa. O nimero
de células infectadas e o nimero de parasitos/célula foram determinados através de

contagem de 300 células/lamina.

4.3- Caracterizacdo da viruléncia in vivo

Foram infectados 12 hamsters do mesmo sexo, idade e peso com 10° amastigotas
esplénicas de cada cepa proveniente de animais em fase cronica da infeccdo. Apds 90
dias, foi realizada avaliacdo da viruléncia das cepas, levando-se em conta 0 aspecto
clinico geral, presenca de ascite, peso dos animais, peso do baco e do figado. Foi
realizada avaliacdo histopatoldgica do baco e do figado e a carga parasitaria avaliada

pelos métodos de Imuno-histoquimica e diluigdes sucessivas.

4.3.1- Avaliacéo Histopaldgica

As amostras de baco e figado de todos os hamsters foram desidratadas, limpas,
embebidas em parafina, cortadas em 4-5 um, e corados com hematoxilina e eosina (H e
E). As amostras preparadas foram avaliadas em microscopia Optica com ampliacdo de
100 x. As principais alteracbes histologicas foram descritas como: a) Bago:
espessamento, reacdo inflamatoria cronica e na cépsula, deplecdo da polpa branca,
hipertrofia e hiperplasia de macrofagos da polpa vermelha (granuloma), congestdo e
deposicdo de hemossiderina na polpa vermelha. b) Figado: doenca inflamatoria cronica
caracterizada por um exsudato de células mononucleares na regido portal e formacgéo de

granulomas intralobulares, leses degenerativas nos hepatocitos (hidrdpica e esteatose),
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hipertrofia e hiperplasia das células de Kupffer e deposicdo de hemossiderina. Estas
alteracdes foram avaliadas semi-quantitativamente, tendo em conta a extensdo das
alteracOes ao longo da seccdo histoldgica e classificadas como: 1 — sem alteracéo, 2 -
discreto (20-30%), 3 - moderada (30-60%) e 4 - grave (> 60%).

4.3.2- Imuno-histoquimica

As laminas desparafinizadas de 12 animais (6 em cada grupo) foram hidratadas e
incubadas em perdxido de hidrogénio a 4% 30 v/v em PBS 0,01 M, pH 7,2, para
bloquear a atividade de peroxidases enddgenas, seguido de incuba¢do com soro normal
de cabra (diluicdo 1:100) para bloquear a absorcdo de imunoglobulina ndo especifica
aos tecidos. Um soro hiper-imune heter6logo a partir de um céo infectado naturalmente
com L. infantum (IFAT,; title 1:40), diluido 1:50 em PBS 0,01 M, foi utilizado como
anticorpo primario. As laminas foram incubadas 18-22 horas a 4 °© C em camara umida.
Apbs lavagem em PBS, as laminas foram incubadas com biotinilado cabra anti-
camundongo e anti-coelho (DAKO-Link, LSAB2 Kit, Catalog # KO675-1; Carpinteria,
Califérnia, EUA), lavadas em PBS novamente, em seguida, incubadas com a
estreptavidina-complexo peroxidase (DAKO, LSAB2 Kit, Catalog # KO0675-1,
Carpinteria, Califérnia, EUA) durante 30 minutos cada, a temperatura ambiente. A
reacao foi desenvolvida com uma solu¢do 0,024% diaminobenzidina (DAB, Sigma, St.
Louis, EUA), e peroxido de hidrogénio 0,16% 40 v/v. Por fim, as laminas foram
desidratadas, desmarcadas, contra-coradas com hematoxilina de Harris, e montadas com
laminulas. A analise quantitativa foi baseada no numero de amastigotas encontradas em

20 campos através de microscopio éptico com objectiva de 40x (Tafuri et al, 2004).

4.3.3- Diluigao sucessiva

Os bacos de todos os animais foram pesados e macerados (Ultra-turrax, IKA) em
meio D-MEM, contendo 20% de SFB e 10 uL/mL de solugéo contendo 100 Ul
penicilina potassica e 10 ug/mL de sulfato de estreptomicina. O tecido foi centrifugado
e 0 sedimento ressuspendido em 1mL de meio D-MEM. Em duplicata, foram realizadas
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diluicdes sucessivas em placa de cultivo estéreis, de 96 pocos, e incubadas (BOD-
Fanem, Brasil) a 23°C por 7 dias. A carga parasitaria foi determinada a partir da mais

alta diluicdo na qual foi observado crescimento de promastigotas.

4.4 — Analise protebmica

4.4.1- Obtencao das proteinas

As formas promastigotas, previamente coletadas e congeladas, foram lisadas e as
proteinas solubilizadas por 2h a temperatura ambiente em Tampé&o de Lise (Uréia 8M,
Tiouréia 2M, CHAPS 4%, DTT 65mM, Tris 1M, coquetel de Inibidores de Proteases -
contendo inibidores de serino proteases e cisteino proteases 40mM (Protease Inhibitor
Mix — GE Healthcare) em uma proporcdo de 500 pL para cada 10° parasitos.
Posteriormente, o lisado celular foi passado 10 vezes por uma agulha 26G e em seguida
centrifugado a 14000 rotagdes por minuto (RPM) durante 20 minutos. O sobrenadante
foi aliquotado e armazenado em freezer -80°C até o uso. A concentracdo proteica foi
determinada utilizando o kit 2D QuantKit (GE Healthcare) segundo recomendacfes do

fabricante.

4.4.2- Eletroforese Bidimensional (2-DE)

A Eletroforese Bidimensional é uma técnica eficiente na separacdo de
complexas misturas protéicas, levando a um aumento na resolucdo, uma vez que separa
as proteinas, inicialmente, de acordo com o ponto isoelétrico, e em seguida, pela massa
molecular.

Portanto, a eletroforese bidimensional foi dividida em duas etapas: A Primeira
Dimensédo, onde é feita a separacdo utilizando o Ponto Isoelétrico (PI); e a Segunda
Dimenséo, onde é feita a separacao por Massa Molecular.

A focalizacdo isoelétrica (IEF) de misturas protéicas permite a separacdo dessas
moléculas de acordo com seu ponto isoelétrico. Para isso, foram utilizadas strips com 7

cm de comprimento e gradiente de pH imobilizado (IPG) de 4 até 7, (GE-Healthcare).
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Apos avaliar a qualidade dos perfis protéicos dos geis de 7cm, foram feitos géis com
strips de 18cm (GE-Healthcare) para obtermos uma maior separacdo e resolucédo, para
facilitar a futura excisdo dos spots para a Espectrometria de Massa.

As strips de 7cm foram hidratadas com 150ug da amostra protéica, Tampao IEF
(8M Uréia, 2M Tiouréia, 4% CHAPS, 0,0025% Azul de Bromofenol) e 1% anfélitos
IPG buffer pH 4-7, em um volume total de 125ul por strip. As strips de 18cm foram
hidratadas com 600 ug de proteina, Tampéo IEF (8M Uréia, 2M Tiouréia, 4% CHAPS,
0,0025% Azul de Bromofenol) e 1% anfdlitos IPG buffer pH 4-7, em um volume total
de 340 pl por strip.

A hidratacdo das strips ocorreu em temperatura ambiente por 12 horas. Em
seguida, as strips de 7cm contendo as amostras foram submetidas a Focalizacdo
Isoelétrica (IEF) no equipamento Ettan” IPGPhor" 3 (GE-Healthcare), a 50pA/gel com
as seguintes condicdes: 500V por 1 hora e 30 minutos; 1000V por 1 hora e 30 minutos;
5000V até acumular 4000Vh; 5000V até acumular 16000Vh e 500V por 1 hora.

As strips de 18cm foram focalizadas utilizando as seguintes condigdes: 500V
por 6 horas; 1000V por 1 hora e 30 minutos; 8000V por 2 horas; 8000V até acumular
40000Vh e 500V por 1 hora.

Apo0s a IEF, as strips foram equilibradas para reducao e alquilacdo das proteinas
com Tampao de Equilibrio (50 mM de Tris 1,5M pH 8,8, 6M Uréia, 30% Glicerol, 2%
Dodecil Sulfato de Sédio - SDS, 0,001% v/v Azul de Bromofenol 0,5%) contendo
10mg/mL de Ditiotreitol (DTT) por 15 minutos sob leve agitacdo. Essa solucdo foi
substituida por Tamp&o de Equilibrio contendo 25mg/mL de lodoacetamida (IAA) em
vez de DTT. Posteriormente, as strips foram lavadas rapidamente em Tamp&ao Tris-
Glicina 10% e posicionadas horizontalmente na parte superior do gel de poliacrilamida
SDS-PAGE 12% e cobertas com Agarose 0,5% contendo azul de bromofenol 0,002%.

Para a segunda dimensao, foi utilizado o aparelho de eletroforese vertical Ettan
DALTSsix Electrophoresis Unit (GE — Healthcare). A corrida dos géis foi limitada a
50V/gel e 25mA/gel nos primeiros 15 minutos, e ap6s esse tempo, a corrente foi
aumentada para 100V/gel e 50mA/gel a 10°C, até a completa separagdo por massa
molecular das proteinas.

Ao término da eletroforese, os géis bidimensionais foram corados segundo
(Neuroff, 1985), brevemente, os géis sdo colocados em solugdo fixadora contendo

Acido Ortofosforico 2% e Etanol 30% por 12 horas em temperatura ambiente; em
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seguida em solucdo contendo Acido Ortofosforico 2%, realizando-se 3 lavagens de 10
minutos cada e por Ultimo em solugéo contendo Acido Ortofosférico 2%; Etanol 18% e
Sulfato de Amonio 12% por 30 minutos. A essa solugdo foi acrescentado 0,1% de
Coomassie Brilliant Blue G-250 4% (GE — Healthcare) para a coloragdo das proteinas
por 5 dias. Apds esse periodo, o background foi removido com Etanol 20% e as
imagens dos géis foram digitalizadas, utilizando-se o scanner ImageScanner

(Amersham Biosciences).

4.4.3- Differential Gel Electrophoresis (DIGE)

Apds avaliarmos a qualidade das amostras atraves dos géis bidimensionais, foi
utilizada uma metodologia para se avaliar a expressao diferencial de proteinas das
formas promastigotas nas cepas BH46 e BH400. Para isso, foi realizada a técnica Gel de
Eletroforese Diferencial (Differential Gel Electrophoresis- DIGE).

O extrato proteico de 3 cultivos independentes de promastigotas de cada cepa foi
marcado com o fluoréforo CyDye" (GE Healthcare), conforme o delineamento
experimental demonstrado na Tabela 1. A marcagdo das proteinas foi realizada de modo
a ocorrer a inversdo das amostras com diferentes fluor6foros (Dye Swab com Cy3 e
Cyb5), e para a normalizacdo dos dados, uma mistura de todas as amostras foi marcada

com o fluoréforo Cy2, sendo este o padrdo interno.

Tabela 1: Esquema de marcacdo com CyDye dos extratos proteicos: As proteinas de
promastigota das cepas foram marcadas com 3 fluoréforos CyDye (Cy2, Cy3 e Cy5), de
modo a ocorrer a inversdao da marcacdo com diferentes fluoréforos. Foi realizado um
terceiro gel, réplica do GEL 1, para poder realizar analises estatisticas pelo programa -
DeCyder™ 2-D Differential Analysis Software v7.2 (GE - Healthcare).

GEL 1 Promastigota BH46 Promastigota BH400 Mix das Amostras*
GEL 2 Promastigota BH400 Promastigota BH46 Mix das Amostras*
GEL 3 Promastigota BH46 Promastigota BH400 Mix das Amostras*

*Promastigota BH46 + Promastigota BH400 marcados com Cy2.
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As amostras foram mantidas a -80°C até o momento do uso. O pH das amostras
foi medido e quando preciso, ajustado para 8,5 com HCI 0,5 nM ou NaOH 500 mM. Foi
utilizado para a marcacdo 400 pmol de cada fluoréforo (Cy2, Cy3 e Cy5) em 50ug de
proteina. As amostras ap6s a marcacdo, foram homogeneizadas, centrifugadas
rapidamente e deixadas no gelo por 30 minutos. Apos esse tempo, foi acrescentado 1l
de L - Lisina 10 mM para interromper a marcagdo dos fluor6foros com as proteinas e
foram deixadas no gelo por 10 minutos. Posteriormente, as amostras marcadas com 0
fluoréforo foram hidratadas em strips de 18cm, pH 4-7 por 12 horas. Em uma mesma
strip foram colocadas amostras de cada cepa, além de uma mistura das duas cepas
marcadas com o padrdo interno (Cy2). A Primeira e Segunda Dimensdo do gel
bidimensional foi realizada conforme descrito anteriormente.

Apds o término da segunda dimensdo, os géis foram digitalizados no scanner
Typhoon FLA 9000 (GE-Healthcare), utilizando os seguintes parametros para excitacdo
e emissdo da fluorescéncia: Cy2 (488/520 nm), Cy3 (532/580 nm) e Cy5 (633/670 nm).

4.4.4- Analise in silico dos Géis

Foram utilizadas duas formas de analises dos géis - a primeira foi a Anélise de
Reprodutibilidade do Perfil Protedmico das formas Promastigotas de cada cepa. A
segunda andlise realizada foi a expressdo diferencial de proteinas entre Promastigotas
das diferentes cepas. Na primeira analise foi utilizado o software ImageMaster 2D
Platinum v6.0 (GE - Healthcare) e na segunda analise, foi utilizado o software:
DeCyder™ 2-D Differential Analysis Software v7.2 (GE - Healthcare). Esse ultimo
programa tem como sua principal funcdo a andlise de géis fluorescentes realizados
através da técnica DIGE, permitindo uma analise automatizada das imagens quanto a
detecc¢do, quantificacdo, sobreposicdo das imagens e analise estatistica dos resultados.

A Analise de Reprodutibilidade do Perfil Protebmico entre as imagens de
promastigotas de cada cepa foi realizado no software ImageMaster 2D Platinum v6.0
(GE Healthcare), avaliando-se o indice de correlacdo (Scatter Plot) da sobreposicao
entre as imagens e a % de match entre os géis.

Por outro lado, para a segunda andlise realizada através do software DeCyder™

2-D Differential Analysis Software v7.2 (GE - Healthcare), foi montado um desenho
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experimental para selacdo das proteinas diferencialemnte expressas entre as cepas no

modo Spot Map Mode do programa (Figura 1).

[n’ﬁ Leishmania infantum J

os BH46

/

[%& Promastigota J

s BH400

N

[ % Promastigota J

Figura 1: Representacdo esquemaética das analises entre BH400 e BH46. Foram
realizadas 2 andlises das imagens: Andlise de Reprodutibilidade do Perfil Protedbmico
entre as 3 imagens da forma evolutiva Promastigota de cada uma das cepas
separadamente; e a Analise de expressao diferencial de proteinas entre Promastigotas
das diferentes cepas.

O software DeCyder™ 2-D Differential Analysis Software v7.2 (GE -

Healthcare) é dividido em 5 mddulos, sendo eles o Image Loader, Organizer,

Differential in-gel Analysis (DIA), Biological Variation Analysis (BVA),e o Extended

Data Analysis (EDA), conforme exemplificado na Figura 2.
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Figura 2: Esquema da andlise das imagens obtidas dos géis fluorescentes utilizando o
software DeCyder™ 2-D Differential Analysis Software v7.2 (GE Healthcare).
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Ap0ls obtermos as imagens dos géis fluorescentes estas foram enviadas para o
primeiro modulo do software, o Image Loader. Também foi ajustado o contraste e 0
brilho das imagens para facilitar a anélise. O segundo moédulo do programa, o Organizer
permitiu agrupar as 3 imagens dos diferentes fluoréforos em cada gel. No modulo DIA,
0s spots marcados com os diferentes fluoréforos foram detectados e quantificados. A
deteccdo desses spots foi delimitada de acordo com os parametros escolhidos, sendo
eles: inclinacdo (Slope), volume, area e o tamanho do pico, conforme exemplificado na

Figura 3.

slope

Peak height
—

f

area
volume

Figura 3: Definicdo dos parametros utilizados na selecio dos spots. Area: area
expressa em pixels dentro de um spot delimitado. Inclinagdo (Slope): Medida dos
atributos tridimensionais do spot.

Foi observado que artefatos que ndo eram spots possuiam um valor de
Inclinacdo elevado, e Area pequena. Portanto, os parametros utilizados para se chegar a
uma deteccio satisfatoria, eliminando diversos artefatos foram: Inclinagdo > 0,87; Area
< 350.

Apls a deteccdo dos spots através dos parametros utilizados, existe a
necessidade de realizar uma edi¢do manual, para a delecdo de artefatos que possam ter
sido erroneamente detectados através dos parametros utilizados. Portanto, apds essa
etapa minuciosa de edicdo, foi avaliada a qualidade da reprodutibilidade dentre as 3

imagens de cada amostra.
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As imagens foram exportadas para o segundo modulo do software denominado
Biological Variation Analysis (BVA). O BVA possui 4 diferentes modos de
visualizagdo e trabalho. O primeiro modo, denominado Spot Map Mode é o lugar onde
se organiza o design experimental, o qual ser4 necessario mais tarde para a andlise
estatistica. O segundo modo, Match Mode é uma andalise comparativa de sobreposi¢do
entre as imagens dos geis. Portanto, as trés imagens de uma mesma amostra marcada
com Cy3 e Cy5 sdo agrupadas e comparadas através de sobreposi¢cdo com as outras 3
imagens da outra amostra que também estdo agrupadas.

O modo Protein Mode, ¢é utilizado para demonstracao de varios dados de cada
spot, tais como: Razdo Media, Ponto Isoelétrico, Massa Molecular, além de dados
estatisticos como o Test T Student, One-Way ANOVA e Two-Way ANOVA. Através
desses dados, pode-se filtrar e selecionar apenas spots estatisticamente significativos.

O ultimo modo é denominado Appearance Mode e € utilizado para obter dados
estatisticos de apenas spots individuais, ndo o correlacionando com os outros spots do
gel.

Para selecdo das proteinas diferencialmente expressas, foi realizada a
sobreposicdo das imagens (match) entre Promastigotas da cepa BH46 e Promastigotas
da cepa BH400 no modo Match Mode. Apds a sobreposicdo, foi realizada uma
avaliacdo da qualidade do match em uma escala de 0 a 15, onde quanto menor o valor,
mais confiavel a sobreposi¢éo.

Apds uma revisdo e edi¢cdo minuciosa para averiguar e corrigir a qualidade do
match, no Protein Mode os spots foram submetidos ao teste T-student e ao One-Way
ANOVA e todos aqueles com o P < 0,05 foram selecionados como sendo
diferencialmente expressos.

Esses spots foram exportados para o0 modulo Extended Data Analysis (EDA),
que € utilizado para analises multivariaveis de expressao de proteinas provenientes do
maodulo BVA, sendo capaz de analisar dados de até 1000 géis simultaneamente. Além
de avaliar dados univaridveis, como Test T Student e também andlise de variancia One-
Way ANOVA, também foi realizada uma Analise de Padrdes (Pattern Analysis),
reconhecendo padrdes nas expressdes de proteinas.

Os spots com diferengas na expressdo estatisticamente significativos foram
selecionados e excisados dos geis para a identificacdo por espectrometria de massa
MALDI-ToF/ToF.
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4.4.5- Espectrometria de Massa (MS)

Para a identificacdo dos spots selecionados, os mesmos foram excisados dos géis
e descorados através de trés lavagens de 15 minutos cada com 400 pL de uma solugéo
de Acetonitrila 50% e Bicarbonato de Amonio 25 mM, pH 8,0 sob constante agitacéo.
A solucgéo descorante foi removida, em seguida os spots foram desidratados com 200
puL de Acetonitrila P.A. durante 5 minutos. Apos secagem, foi adicionado 10 pl de
Tripsina (Promega, USA) 20 ng/uL e 20ul de Bicarbonato de Aménio 50mM para a
digestdo enzimatica das proteinas, no gelo. As amostras foram deixadas a 37 °C por 16-
24 horas para a completa digestdo e fragmentagdo das proteinas. As solugBes contendo
Tripsina e Bicarbonato de Amonio foram coletadas e transferidas para tubos novos, e ao
tubo anterior, contendo os fragmentos de géis, foi adicionada uma solucdo de Acido
Formico 5% e Acetonitrila 50% e deixado por 30 minutos sobre constante agitagao.
Apos esse tempo a solucdo foi removida e transferida para o tubo contendo a primeira
solucdo retirada. O procedimento anterior com Acido Formico 5% e Acetonitrila 50%
sob constante agitacdo foi repetido e essa solucdo também foi transferida para o tubo
contento os outros extratos. Os tubos contendo todos os extratos foram concentrados
utilizando o aparelho Concentrator Plus® (Eppendorf, USA) até o volume final de 10
ML.

Os extratos foram passados em colunas ZipTip®C18 (Millipore, USA) para
dessalinizacdo e concentracdo dos peptideos. Aproximadamente 0,5 uL da amostra
concentrada foi misturada com 0,25 mL de uma solucéo saturada de matriz [10 mg/mL
a-ciano-4-hidroxicindmico (Aldrich, Milwaukee, WI), em 50% acetonitrila/0.1% de
acido trifluoroacético]. As amostras foram aplicadas na placa MTP AnchorChip™
600/384 (Bruker Daltonics) e deixadas secando em temperatura ambiente. Os dados
brutos para a identificacdo das proteinas foram obtidos no MALDI-TOF/TOF Autoflex
I1I™ (Bruker Daltonics, Billerica, EUA) com 0 instrumento no modo positivo/refletor
controlado pelo software FlexControl™, A calibragdo do instrumento foi realizada
através da utilizacdo de péptidos de calibracdo padrdo Il (Bruker Daltonics) como
referéncia. Picos de contaminacdo de tripsina e queratina foram excluidos da lista
utilizada na pesquisa em banco de dados. Cada espectro foi produzido pela acumulacao

de dados a partir de 200 disparos consecutivos do laser.
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Os dados obtidos foram armazenados e levados para o software Bruker
Daltonics BioTools 3.2™, onde foi realizada a pesquisa no banco de dados MASCOT
(Matrix Science, USA — http://www.matrixscience.com). Apenas proteinas com valores
de score P < 0,05 foram levados em consideragéo na identificagéo.

4.5- Organizacao dos dados protedbmicos

Primeiramente, foi realizada uma categorizacdo funcional entre as proteinas
identificadas pelo MALDI através das anotacfes sobre processos bioldgicos e funcbes
moleculares para as proteinas de L. infantum depositadas no banco de dados UniProt
(http://www.uniprot.org/) e confirmadas atraves do banco de dados Gene Ontology
(GO) - (http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/search.cgi).

O numero do GO de cada proteina foi submetido ao catadlogo FunCat -
Functional Catalogue (http://mips.helmholtz-muenchen.de/proj/funcatDB/), onde as
proteinas foram classificadas funcionalmente.

Além da classificacdo funcional, também foi realizada uma pesquisa de predicéo
de interacdo das proteinas identificadas com proteinas existentes, através do banco de
dados String 9.0 (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins -
http://string-db.org), que fornece uma rede de interacGes preditas ou ja descritas na
literatura entre proteinas ou entre genes. As interacdes incluem associacdes diretas
(fisicas) e indiretas (funcionais), que sdo derivadas de quatro fontes: contexto gendémico,
experimental (High-throughput), co-expresséo (conservado) e conhecimentos prévios.
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5 RESULTADOS

5.1 Material Bioldgico

Uma curva de crescimento foi determinada para cada cepa utilizada, para que 0s
parasitos fossem coletados no final da fase logaritmica/inicio da fase estacionaria de
crescimento até a quinta passagem no meio de cultivo, ou seja, em torno de 7 dias

conforme a Figura 4.

Curva de Crescimento em Meio Alpha-MEM Completo

le+8

le+7 A

Numero de parasitos/mL

le+6 4

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0

Tempo (Dias)

—&A— Cepa BH46
—e— Cepa BH400

Figura 4: Curva de crescimento de L. infantum na forma Promastigota em meio a-
MEM completo.

5.2- Caracterizacdo da viruléncia in vitro

Foram observados cerca de 5% e 12% de macrdfagos intraperitoneais de
camundongos Balb/c infectados com a cepa BH46 e BH400, respectivamente. Esta
diferenca foi estatisticamente significativa (p = 0.0042) (Figura 5A), mostrando que a

cepa BH400 foi capaz de invadir um maior nimero de células hospedeiras em relacéo a
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cepa BH46. Também podemos observar uma maior relacdo de parasitos/celula nos
ensaios com BH400 (2,5 parasitos/célula) em relacdo a BH46 (1,8 parasitos/célula). No
entanto, esta diferenca ndo se mostrou significativa (p = 0.0776), provavelmente devido
ao curto tempo de cultivo das células (3 dias) (Figura 5B).
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Figura 5: Avaliacdo da viruléncia in vitro das cepas BH46 e BH400 de L. infantum.
Macréfagos (10°) foram infectados com promastigotas (10°) de cada cepa e apés 3 dias
as células foram coradas pelo Giemsa. A porcentagem de células infectadas (A) e o
namero de parasitos/célula (B) foram determinados com a média das triplicatas.

5.3- Caracterizacgao da viruléncia in vivo

Noventa dias ap6s a infeccdo dos 12 hamsters (6 hamsters para cada cepa), 0s
animais foram sacrificados e foi observado uma maior frequéncia de ascite, edema e
aumento no peso dos animais infectados com BH400, em relagdo aos infectados com
BH46 (figura 6A). Também houve aumento no peso dos bagos e figados de animais
infectados com BH400 (figuras 6B e 6C). Diferenca estatisticamente significativa foi

encontrada nos pesos dos bagos (p=0,0013).
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Figura 6: Avaliacdo da viruléncia in vivo das cepas BH46 e BH400 de L. infantum.
Grupos de 6 hamsters foram infectados com 10° amastigotas de cada cepa
separadamente. Foram avaliados os pesos dos animais infectados (A), dos figados (B),
dos bagos (C).

5.3.1 Avaliacao Histopatologica

Os fragmentos de figado dos animais infectados pela cepa BH400 apresentaram
uma inflamacdo granulomatosa no espaco-porta e no interior dos I6bulos hepéticos
(granulomas intralobulares). Os hepatdcitos apresentaram degeneracdo hidropica e/ou
esteatose variando de discreta a intensa. Em geral, foi observado espessamento da
capsula reativa ao processo crénica granulomatoso. Por outro lado, os tecidos da
maioria dos animais infectados pela cepa BH46 apresentaram histologia sem alteracdes.
Os hepatocitos apresentaram degeneracdo hidropica variando de discreta a intensa
(Figura 7A e 7B). Foi observada diferenca significativa nas alteracdes dos granulomas,
inflamacéo portal, e espessamento da capsula (p < 0,002). Os animais infectados pela
cepa BH46 apresentaram um menor parasitismo tecidual comparado aos animais
infectados pela cepa BH 400 (p=0,0001) (Figura 7C).
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Figura 7: HE dos figados de animais infectados com BH46 e BH400. Cortes
histoldgicos de figados infectados com BH46 (A) e BH400 (B). Seta grande —
granuloma intralobular; macréfagos (células epitelidides) — cabeca da seta; Plasmacitos
e linfécitos — setas finas. DB- ducto biliar; VC- veia centro lobular; S- sinuséide. (C)
Histopatologia do bago e (D) Histolatologia do figado. A Analise Histopatologica foi
realizada considerando a extensdo da lesdo e as amostras foram classificadas com
indices de intensidade das alteragdes: 1 — sem alteracdo; 2 — discreto; 3 — moderado e 4-
intenso.
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5.3.2- Imuno-histoquimica

A avaliacao do parasitismo tecidual realizada pela imuno-histoquimica no figado
dos animais esta apresentada na Figura 8A e 8B. Os animais infectados pela cepa

BH400 apresentaram um parasitismo tecidual elevado comparado aos animais

infectados pela cepa BH 46 (Figura 8C).
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Figura 8: Imunohistoquimica dos figados de animais infectados com BH46 e BH400.
Cortes de figado de animais infectados com BH46 (A) e BH400 (B). Seta grande —
granuloma intralobular; macrofagos (células epitelidides) — cabeca da seta. Foi
determinado o nimero de amastigotas nos 6rgdos infectados (C).

5.3.3- Diluicéo Sucessiva

Na quantificacdo da carga parasitaria por diluicdo sucessiva dos bacos de
animais infectados, podemos observar que para a cepa BH400, foi verificado o
crescimento dos parasitos até a diluicdo 107, enquanto para a cepa BH46 houve
crescimento até o fator de 10 (Figura 9). Diferenca estatisticamente significativa foi
encontrada nos pesos dos bacos (p=0,0013) e na quantificacdo da carga parasitaria (p <

0,0001).
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Figura 9: Quantificacdo da carga parasitaria por diluicdo seriada dos bagos de animais
infectados com as cepas BH46 e BH400.

5.4 Andalise Protebmica

Os géis de 7cm confeccionados para obtencdo do perfil protebmico de
promastigotas das duas cepas foram corados por Coomassie Brilliant Blue G-250 e
representaram uma boa separacdo das proteinas, tanto na Focalizacdo Isoelétrica
(primeira dimensdo) quanto na separacdo por massa molecular (segunda dimensdo)
(Figura 10). Posteriormente a digitalizacdo dos géis, as imagens foram exportadas para
0 software ImageMaster 2D Platinum 6.0 (GE Healthcare) para a deteccdo e
quantificacdo dos spots. Apos uma edicdo para a eliminacdo de artefatos, foram
detectados 782 spots no gel de promastigota da cepa BH46 e 761 spots no gel de
promastigota da cepa BH400.
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Figura 10: Geis Bidimensionais SDS-PAGE a 12% corados por Coomassie Brilliant
Blue G-250, de strips de 7 cm de comprimento, de pH 4-7 com 150ug de proteinas de
promastigotas. (A) cepa BH46 com 782 spots detectados e (B) cepa BH400 com 761
spots detectados.

Devido a esse resultado, as amostras utilizadas foram submetidas ao proximo
procedimento, utilizando-se géis bidimensionais com strips de 18cm para aumentar a
resolucdo e separacdo das amostras, e também facilitar a excisdo dos spots apos a
anélise de bioinformatica.

A Figura 11 representa os géis bidimensionais de 18cm de promastigotas de
cada cepa de L. infantum. Observa-se que houve uma boa separacdo das proteinas
através do Ponto Isoelétrico (primeira dimenséo), com os spots migrando até o final da
lateral direita dos géis (final da strip), ndo havendo arrastes e conjunto de spots
agrupados. A separagdo por massa molecular também foi satisfatéria, com os spots

migrando até o final inferior do gel.
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Figura 11: Géis Bidimensionais SDS-PAGE a 12% corados por Coomassie Brilliant
Blue G-250, de strips de 18 cm de comprimento, de pH 4-7 com 600ug de proteinas de
promastigotas das cepas: BH46 (A e C) e BH400 (B e D).

Apbds uma edicdo do resultado obtido pela deteccdo para a eliminacdo de
artefatos, foram detectados uma média de 1130 spots/gel de promastigota da cepa BH46
e 920 spots/gel de promastigota da cepa BH400.

Esses géis foram utilizados para Andlise de Reprodutibilidade do Perfil
Protebmico realizada por meio do programa ImageMaster 2D Platinum v6.0 (GE
Healthcare), Entre os diferentes géis de uma mesma cepa foi obtido um indice de
Correlacéo de 0,87 para a Cepa BH46 e 0,96 para a cepa BH400 e uma quantidade de
match de 857 e 682, respectivamente. Os perfis protéicos de promastigotas da cepa
BH46 e BH400 (Figura 12) apresentaram boa reprodutibilidade, principalmente em
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relacdo ao numero total de spots, intensidade e distribuicdo dos spots no gel, conforme
indicado através do indice de correlacdo, nos quais valores préximos a 1 significam uma
boa correlacdo entre as posi¢des relativas dos spots nos géis (Figura 13).

Figura 12: Géis Bidimensionais SDS-PAGE a 12%, strips de 18 cm pH 4-7
demonstrando o Perfil Protebmico entre as imagens de promastigota da cepa BH400
(Imagens A, B e C) e da cepa BH46 (Imagens D, E e F) com alta reprodutibilidade.
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Figura 13: Scatter Plot representando (eixo X) a relacdo entre os valores de % de
volume de cada spot com os valores (eixo Y) de % de volume do gel usado como
referéncia para a comparagéo. Corr: Indice de Correlagdo; Count: Quantidade de match
entre 0s géis.

O resultado obtido dos géis bidimensionais de 7cm e 18cm de promastigotas de
ambas as cepas utilizadas (BH46 e BH400) demonstraram uma qualidade satisfatoria,
com um perfil de proteinas bem distribuidas, sendo vidveis para prosseguirmos com a
avaliacdo de proteinas diferencialmente expressas entre as cepas através da técnica

DIGE.

48



5.4.2 Differential Gel Electrophoresis (DIGE)

Foi realizada a digitalizacdo dos géis fluorescentes no aparelho Typhoon FLA
9000 (GE-Healthcare). Os géis fluorescentes do extrato protéico de L. infantum na

forma promastigota da cepa BH46 e da cepa BH400 estdo demonstrados na Figura 14.
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Figura 14: Géis Bidimensionais Fluorescentes de promastigotas de L. infantum das cepas BH46 e BH400, em strips de 18cm pH 4 — 7 contendo
50 pg de proteina de cada amostra. A — Mix das amostras marcadas com Cy2 utilizado para a normalizacdo, sendo o controle interno da rea¢&o;
B — Promastigota da cepa BH46 marcado com Cy3; C — Promastigota da cepa BH400 marcado com Cy5; D — Sobreposicéo das 3 imagens (Cy2,
Cy3 e Cy5) do Gel fluorescente 1; E — Mix das amostras marcadas com Cy2 utilizado para a normalizagéo, sendo o controle interno da reacdo; F
— Promastigota da cepa BH400 marcado com Cy3; G — Promastigota da cepa BH46 marcado com Cy5; H — Sobreposicdo das 3 imagens (Cy2,
Cy3 e Cy5) do Gel fluorescente 2.



Os géis DIGE foram analisados utilizando o software DeCyder™ 2-D
Differential Analysis Software v7.2 (GE - Healthcare) Inicialmente, no modulo DIA os
spots foram detectados e quantificados de acordo com os parametros citados
anteriormente. A principio foram detectados cerca de 2300 spots/gel, porém, apos
delimitarmos os parametros para refinar a deteccdo e utilizar filtros de exclusdo para
eliminar artefatos, o nimero de spots/gel foi 1377 para o Gel Fluorescente 1, 1100 para
0 Gel Fluorescente 2 e 1055 para o Gel Fluorescente 3.

Ap0s a deteccdo dos spots e uma minuciosa edi¢do para confirmar a qualidade
da deteccdo realizada pelo software, foi feito o match entre os geis para que houvesse
sobreposicdo dos spots em comum entre cada imagem. Foi obtido um match com
valores acima de 80%, indice considerado aceitavel de acordo com Gorg et al, (2007)
entre as imagens de Promastigota das cepas BH46 e BH400. Os spots foram
sobrepostos e foi avaliada a diferenca de expressdo entre as cepas através dos testes
estatisticos T Student e One-Way ANOVA (P < 0,05) (Figura 15).

Figura 15: Imagem representativa da diferenca de expressdo entre um spot da cepa
BH46 (A) e a demonstracdo tridimensional do spot (C) em relagdo ao mesmo spot da
cepa BH400 (B) e sua a demonstragdo tridimensional (D). Spot da cepa BH400 (F) e
sua demonstragéo tridimensional (H) mais expresso quando comparado ao mesmo spot
da cepa BH46 (E) e sua demonstracéo tridimensional (G).

No modulo Extended Data Analysis (EDA), além de ter sido realizada a selecdo
dos spots com diferencas de expressdo, também foram realizadas duas Analises de
Padrdes, a primeira demonstrando uma analise global de similaridade entre todos os
spots de ambas as cepas, € uma segunda analise comparando-se apenas 0s spots de
interesse (diferencialmente expressos com P < 0,05) entre as cepas (Figura 16 e 17).
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Figura 16: Agrupamento hierdrquico (Pattern Analysis) das 2 cepas com base no
padréo de spots globais detectados. Os valores de expressao relativa estédo exibidos na
escala colorimétrica usando o log de abundancia padronizado, variando de -1 (regulado-

negativamente; verde) para 1 (regulado-positivamente; vermelha).
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Figura 17: Agrupamento hierarquico (Pattern Analysis) das 2 cepas com base no
padréo de spots diferencialmente expressos (P < 0,05) selecionados (spots de interesse).
Os valores de expressao relativa estdo exibidos na escala colorimétrica usando o log de
abundéncia padronizado, variando de -1 (regulado-negativamente; verde) para 1
(regulado-positivamente; vermelha).

Os spots com diferencas de expressdo estatisticamente significativa foram
selecionados para a excisdo do gel e identificacdo por Espectrometria de Massas (Figura
18).
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Figura 18: Spots selecionados através de Test T Student e One-Way ANOVA (P < 0,05) e numerados em géis bidimensionais de
promastigota de L. infantum das cepas BH46 e BH400 respectivamente, em strips de 18cm, pH 4 — 7 com 600 ug de proteina, corados
com Coomassie Brilliant Blue G-250. Em A — spots mais expressos em Promastigota da cepa BH46 e numerados de 1 até 72; B — spots
mais expressos em Promastigota da cepa BH400 e numerados de 401 até 478.



5.5 Identificacdo das Proteinas

Totalizando 96 spots selecionados e que foram submetidos a Espectrometria de
Massas, foram identificados com sucesso 63 (65,6%) spots, porém, 33 spots (34,4%)
ndo puderam ser identificados devido ao baixo score obtido no MASCOT (Matrix
Science, USA - http://www.matrixscience.com), ndo sendo, portanto, estatisticamente
significativo. Em BH46, foram identificados 31 spots (65,9%) dentre os 47
previamente selecionados para a identificacdo, como sendo super-expressos nessa cepa.
Por outro lado, de 49 spots selecionados como sendo super-expressos na cepa BH400,

foram identificados 32 spots (Tabela 2).

Tabela 2: Dados sobre a selecdo e identificacdo dos spots atraves da Espectrometria de
Massa: Os spots enumerados que estdo em vermelho foram identificados pelo MALDI,
0s demais ndo obtiveram um score significativo.

Spots Numeracao dosspots Proteinas

(0}
Cepa  N°Spots .\ cionados selecionados identificadas

7,8,9, 10, 11, 12, 14, 17, 18, 19, 20,
21, 23, 24, 25, 27, 28, 30, 31, 32, 33,
BH46 1377 47 34, 35, 36, 38, 39, 40, 42, 46, 47, 49, 31
51, 52, 53, 56, 57, 60, 61, 62, 63, 65,
66, 67, 68, 70, 71, 72.

401, 402, 404, 405, 407, 408, 409,
410, 412, 414, 415, 416, 417, 418,
420, 424, 425, 427, 432, 442, 443,
BH400 1100 49 444, 445, 446, 447, 448, 449, 450, 32
451, 452, 453, 454, 455, 456, 458,
459, 460, 461, 462, 464, 467, 469,
470,471, 473,474, 475,477, 478.

Total 2477 96 - 63

Os 63 spots que foram identificados corresponderam a 36 proteinas. 1sso se deve
ao fato de algumas proteinas terem sido encontradas vérias vezes em diferentes spots,
devido as isoformas das proteinas ou alteracdes pds-traducionais. Um exemplo € a Beta-
Tubulina, que foi encontrada em 5 diferentes spots na cepa BH46 e a Heat-Shock
Protein 70 (HSP-70) encontrada em 3 diferentes spots na cepa BH400.

Na Tabela 3 estd a lista de proteinas identificadas, a massa molecular e o pl
preditos e experimentais dessas proteinas, além do Geninfo Identifier (GI) e em qual
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cepa foram super-expressas. Observam-se as proteinas: Enolase, Triparredoxina e
Peroxirredoxina aumentadas em ambas as cepas, entretanto, apresentam significativas
diferengas de MM e pl nas diferentes cepas indicando alteragdo na funcionalidade
desempenhada pela proteina.
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Tabela 3: Lista de proteinas identificadas, com o nimero do spot, a massa molecular e o pl
experimental e preditos respectivamente, das proteinas, além do Genlnfo Identifier (Gl) e
em qual cepa estao super-expressas.

Nome da Proteina

[o]
N° Spot (PI/Mr exp - pred) Gl Cepa
Antigeno sollvel PSA-34S da superficie de
Promastigota . )
B.401 (4.2/53.00 - 4.72/35.55) 0i[264665718 BH400
B.402 beta-tubulina (4.4/58.00 - 4.69/50.30) . )
0i|1296832 BH400
metalo-peptidase, Clan MA(E), Familia M3 2
B.409 (5.77/64.00 - 5.61/77.68) 0i|401423944 BH400
B.414 Enolase (5.86/54.00 - 5.33/46.63) . )
0i[146081643 BHA400
B.A15 S-adenosil homocisteina hidrolase 2
(5.84/55.00 - 5.66/48.52) 0401420516 BHA00
Subunidade b da ATP sintetase vacuolar 2
B.417 (5.90/57.00 - 5.81/55.89) 0146092411 BHA400
B.420 Subunidade b da ATP sintetase vacuolar . )
(6.03/57.00 - 5.81/55.89) 0i[146092411 BH400
B.424 Proteina de Choque Térmico-70 (HSP-70) . 0
(5.01/51.00 - 5.31/50.51) 0i[365927246 BH400
B.425 Proteina de Choque Térmico-70 (HSP-70) . 0
(5.12/50.00 - 5.31/50.51) 0i[365927246 BH400
B.442 Precursor da proteina Reiske Ferro-Enxofre 1339899227 )
(5.57/44.00 - 5.91/34.04) g BH400
Fator de Elongacéo 2 . )
B.444 1 (6.24/41.00 - 5.77/94.94) 9i[146103554 BHA400
B.445 ] . . 0
Proteina 14-3-3 like (4.68/38.00 - 4.79/29.78) 0i|146104107 BH400
B.446 Proteina Hipotética Conservada . 0
(5.04/37.00 - 5.37/29.14) 91401421092 BH400
B.447 Fosfomanomutase (5.18/36.00 - 5.18/28.23) 0i|401420112 BHEOO
B.448 Proteina do Choque Térmico-70 (HSP-70) . T
(5.27/37.00 - 6.25/56.63) gi[316936317 BHA400
B.449 Fosfomanomutase (5.32/36.00 - 5.18/28.23) 0i|401420112 BHEOO
B.450 Proteina de Choque Térmico (5.50/38.00 - . )
5.41/71.40) 9i[758136 BH400
B.453 _ . S
2,4-dihidroxihept-2-ano-1,7-dioico acido 1146089119 )
aldolase (5.68/36.00 - 5.80/30.72) g BH400
B.455 .
Subunidade alpha 2 do Proteasoma (5.44/33.00 i1154337338 )
- 5.43/25.36) g BH400
B.458 Peroxirredoxina (5.91/33.00 - 6.90/25.58) 0i|401422277 T
BH400
B.459 . . . . -
Triparredoxina Peroxidase Citoplasmatica i/145411494 )
(6.24/33.00 - 6.73/22.37) g BH400
T
B.460 Proteina Rab 1 ligante a GTP BH400

(5.38/31.00 - 5.55/22.46)

0i[339898641
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B.461 Peroxirredoxina (5.59/32.00 - 6.90/ 25.58) 0ij401422277 TBH400
Subunidade V da Citocromo C oxidase . )
B.462 (5.64/31.00 - 6.10/22.38) 0i[146089942 BH400
B.464 Triparredoxina Peroxidase Citoplasmatica i/145411494 )
(6.21/29.00 - 6.73/22.37) g BH400
B.469 .
Endorribonuclease L-PSP (pb5) (5.45/19.00 - 1146087017 )
5.87/17.30) g BH400
Endorribonuclease L-PSP (pb5) (pb5) : )
B.470 (5.83/19.00 - 5.87/17.30) 9i[146087017 BH400
Pequena Proteina Miristoilada 1 / calpaina-like . )
B.4r1 cisteina peptidase (4.95/16.00 - 5.31/15.15) 0i[146085415 BH400
B.473 Triparredoxina (5.52/17.00 - 5.23/16.80) 0i|157781821 BHT400
B.475 Cofilina-like (5.44/16.00 - 5.30/15.85) 0ij401416034 BHT400
Proteina de Membrana de Kinetoplastideos de . )
BATT 111 kDa (KMP-11) (5.98/11.00 - 5.96/11.28) gi[146101120 BHA400
B.478 Glutamina Sintetase (6.11/50.00 - 5.71/42.89) 0ij401415106 BHEOO
A7 Precursor Mitocondrial Chaperonina HSP60 .
(5.07/62.00 - 5.33/ 50.66) gi[146104321 T BH46
A8 Chaperonina HSP60 (5.26/63.00 - 5.33/ 60.85) 0i|146104317 T BH46
Precursora Mitocondrial da Proteina 1
relacionada com a Proteina de Choque Térmico 0i|146093966
A0 HSP-70 (5.53/63.00 - 5.80/ 72.08) T BH46
All Precursora Mitocondrial da Proteina 1
relacionada com a Proteina de Choque Térmico 0i|146093964 T BH46
HSP-70 (5.62/64.00 - 6.00/ 69.31)
A.l4 Enolase (5.64/58.00 - 5.33/ 46.63) 0i|146081643 * BHAG
A20 Fator de iniciacdo 4 alpha (6.24/56.00 - 5.83/ gil146075141 1 BH46
45.35)
A.23 Actina (5.64/54.00 - 5.41/ 42.30) 0i|146076586 * BHAG
A5 alpha tubulina (6.00/55.00 - 5.08/ 54.94) 0i|339897551 T BH46
A.27 alpha tubulina (5.43/48.00 - 5.08/ 54.94) 0i|339897551 2 BH46
A.28 Proteina Hipotética Conservada (5.46/49.00 - .
5.3/ 41.15) 0i|146094146 T BH46
Proteina Disulfide Isomerase (5.58/51.00 - .
A30 5.42/ 52.76) ail146102742 1 BH46
A3l beta tubulina (5.56/49.00 - 4.71/ 50.39) 0i|146078076 T BH46
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Subunidade beta da Piruvato desidrogenase E1

A.33 (5.44/48.00 - 5.64/ 38.44) 0i|146089026 T BH46

Fator de elongacéo da transcricdo 1-beta .
A36 (601,00 - 4 61/ 23.20) gil 146104117 1 BH46
A38 beta tubulina (4.83/41.00 - 4.71/ 50.39) gil146078076 ? BHAG
A39 beta tubulina (4.93/41.00 - 4.71/ 50.39) gi 146078076 1 BH46
A39 beta tubulin (4.93/41.00 - 4.74/ 50.34) gi[146086185 + BHas
A40 alpha tubulina (5.23/43.00 - 5.08/ 54.94) 0i[339897551 1 BH46
A48 alpha tubulina (5.18/39.00 - 5.08/54.94) 4i339897551 + BHIG
A4T alpha tubulina (5.18/38.00 - 5.08/54.94) 4i339897551 1 BH46
A.53 Fator de Liberacéo de Histamina IgE- .

dependente (4.29/33.00 - 4.39/19.60) 91146088052 T BH46
A.56 Peroxirredoxina (5.20/34.00 - 6.43/25.58) 0i| 146086967 1 BH46
AST Peroxirredoxina (5.42/34.00 - 6.43/25.58) gil 146086967 1 BH46
A2 beta tubulina (4.83/30.00 - 4.71/50.39) 4il146078076 T BH46

Precursor Mitocondrial da Proteina .
A3 Ribonucleica p18 (5.83/28.00 - 6.74/21.64) 9i[146081837 T BH46
A85 alpha tubulina (4.91/20.00 - 5.08/54.94) 0i|339897551 T BH46
A66 Triparredoxina (5.38/20.00 - 5.24/16.80) 4il146093061 1 BH46
A68 Ciclofilina 2 (6.74/22.00 - 6.51/20.46) gi[146070754 + BHAG
AT0 Triparredoxina (5.26/17.00 - 5.24/16.80) 0i|146093061 1 BH46
A7l Triparredoxina (5.13/14.00 - 5.24/16.80) 0i|146093061 * BH4G
A T2 Proteina Hipotética Conservada (5.56/13.00 - 0i[146084262 1 BH46

5.53/13.38)

Interessantemente, algumas proteinas identificadas demonstraram alteracGes nos

valores de pl e massa molecular, indicando a possibilidade de modificacbes pos-

traducionais, comuns em Trypanosomatideos, que regulam a expressdo de proteinas

pos-transcricionalmente, de acordo com Rosenzweig et al, 2008, Cuervo et al, 2010 e
Paape et al, 2011.
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5.6- Organizacao dos dados protedmicos

As 36 proteinas identificadas pelo MALDI foram agrupadas em um total de 14
categorias funcionais (12 categorias na cepa BH46 e 13 na cepa BH400) através do
banco de dados FunCat - Functional Catalogue of Proteins, MIPS — Munich Information
Center for Protein Sequences (http://mips.helmholtz-muenchen.de/proj/funcatDB/).

As categorias funcionais encontradas para as 36 proteinas identificadas foram:
Defesa Celular, Resposta ao Estresse e Viruléncia; Energia; Regulacdo da Proliferacao
celular; Metabolismo; Transporte Celular; Biogénese de Componentes Celulares;
Proteina com Funcdo de Ligacdo ou Cofator (estrutural ou catalitica); Sintese de
Proteina; Destino Celular (enovelamento, modificagdo, crescimento ou morte);
Comunicacdo Celular/Mecanismo de Transducdo de Sinal; Interacdo com o Ambiente;
Regulagdo do Metabolismo e da Funcdo de Proteinas; Proteina Hipotética e Processo
Bioldgico Desconhecido.

Foi observado que o grupo funcional de Defesa Celular, Resposta ao Estresse e
Viruléncia representou grande parte das proteinas de em ambas as cepas com 13,5% e
12,8% em BH46 e BH400, respectivamente.

Algumas proteinas foram classificadas em dois ou mais grupos funcionais

diferentes, conforme mostra a Tabela 4.
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Tabela 4: Categorizacdo funcional das proteinas: As proteinas identificadas pelo MALDI, através do banco de dados FunCat - Functional
Catalogue of Proteins, MIPS — Munich Information Center for Protein Sequences (http://mips.helmholtz-muenchen.de/proj/funcatDB/) foram
agrupadas de acordo com a categoria funcional. O ID do banco de dados String9.0 (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins -
http://string-db.org) também est& sendo demonstrado, onde foi realizado uma predicdo da interacdo entre as proteinas identificadas com proteinas
ja existentes ou preditas; A identificacdo do spot e o total de proteinas pertencentes a essa categoria funcional.

Categoria Funcional String ID N° do spot Total
METABOLISMO 12
S-adenosil homocisteina hidrolase LinJ36.2840 415
Fator de Elongagéo 2 LinJ36.2480 444
Fosfomanomutase LinJ36.4490 447:449
2,4-dihidroxihept-2-ano-1,7-dioico acido aldolase LinJ25.2100 453
Pequena Proteina Miristoilada 1 LinJ20.1350 471
Glutamina Sintetase LinJ06.0370 478
Fator de iniciacdo 4 alpha LinJ01.0790 20
alpha tubulina LinJ13.0260 25; 27; 40; 46; 47,
65
Proteina Dissulfide Isomerase LinJ36.0630 30
Subunidade beta da Piruvato desidrogenase E1 LinJ25.1800 33
Enolase LinJ14.1250 14; 414
Subunidade b da ATP sintetase vacuolar LinJ28.2540 417; 420
TRANSPORTE CELULAR 4
Subunidade b da ATP sintetase vacuolar LinJ28.2540 417; 420
Proteina Rab 1 ligante a GTP LinJ31.0990 460
Subunidade V da Citocromo C oxidase LinJ26.1720 462
Proteina Dissulfide Isomerase LinJ36.0630 30
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http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=l4Yu_aQYPqul&node=341114&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=3kOmabf03bVY&node=341078&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=JbAN3BWe8WyH&node=341276&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=DT3uRzXJfa6t&node=337188&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=lHr6n13M1u7Q&node=336221&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=d3mI_mvSUdHB&node=334109&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=EMbg1sbo4RVj&node=340896&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=aZiVfqhBuWmu&node=337158&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=j0IRw5mSUcA7&node=335274&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=SvwNdb3WlX5U&node=337951&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=SvwNdb3WlX5U&node=337951&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=cCVZdSfsjUTj&node=337390&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=EMbg1sbo4RVj&node=340896&targetmode=proteins

BIOGENESE DE COMPONENTES CELULARES
beta-tubulina

alpha tubulina

Proteina de Membrana de Kinetoplastideos 11 kDa (KMP-11)

ENERGIA

Precursor da Proteina Reiske Ferro-Enxofre
Subunidade V da Citocromo C oxidase
Subunidade beta da Piruvato desidrogenase E1
Enolase

REGULACAO DE PROLIFERACAO
CELULAR
Proteina de Membrana de Kinetoplastideos 11 kDa (KMP-11)

REGUI:A(;AO DO I\/II§TABOLISMO E DE
FUNCAO DE PROTEINAS
Fator de Elongacéo da Transcricdo 1-beta

SINTESE DE PROTEINA

Elongation factor 2

Fator de iniciag&o 4 alpha

Fator de Elongacéo da Transcri¢do 1-beta

LinJ08.1170

LinJ13.0260

LinJ35.2280

LinJ35.1700
LinJ26.1720
LinJ25.1800
LinJ14.1250

LinJ35.2280

LinJ36.3930

LinJ36.2480
LinJ01.0790
LinJ36.3930

402; 31; 38; 39;
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25; 27; 40; 46; 47;
65
477

442
462
33
14; 414

477

36

444
20
36
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http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=JyVa_nAAOQ7l&node=334431&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=55RE4V2fKubX&node=340523&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=vPksmX66iPMG&node=340467&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=cCVZdSfsjUTj&node=337390&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=aZiVfqhBuWmu&node=337158&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=j0IRw5mSUcA7&node=335274&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=55RE4V2fKubX&node=340523&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=0q6zm5Hffnx3&node=341220&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=3kOmabf03bVY&node=341078&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=0q6zm5Hffnx3&node=341220&targetmode=proteins

DEFESA CELULAR, RESPOSTA AO ESTRESSE E
VIRULENCIA
Proteina de Choque Térmico-70 (HSP-70)

Enolase

Peroxirredoxina

Triparredoxina Peroxidase Citoplasmatica

Proteina de Membrana de Kinetoplastideos 11 kDa (KMP-11)
Precursor Mitocondrial Chaperonina HSP60

Triparredoxina

DESTINO CELULAR (ENOVELAMENTO,
MODIFICACAO, CRESCIMENTO OU MORTE)
Proteina 14-3-3 like

Subunidade alpha 2 do Proteasoma

Precursor Mitocondrial Chaperonina HSP60

alpha tubulina

Proteina Dissulfide Isomerase

Ciclofilina 2

Metalo-Peptidase, Clan MA(E), Familia M3
beta-tubulina

PROTEINA COM FUNCAO DE LIGACAO OU
COFATOR (ESTRUTURAL OU CATALITICA)
Precursor da Proteina Reiske Ferro-Enxofre
Proteina 14-3-3 like

Proteina Rab 1 ligante a GTP

LinJ28.2920

LinJ14.1250
MTXNPX
LinJ15.1110
LinJ35.2280
LinJ36.4550
TXN2

LinJ36.3900
91E11
LinJ36.4550
LinJ13.0260

LinJ36.0630
LinJ06.0120
LinJ02.0660
LinJ08.1170

LinJ35.1700
LinJ36.3900
LinJ31.0990

10; 11; 24; 25;
448; 450
14; 414

56; 57; 458; 461

459; 464; 473

477
7,8
66; 70; 71

445
455
7.8
25; 27, 40; 46; 47,
65
30
68
409
402; 31, 38; 39;
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442
445
460



http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=xO5M4xM_ytMs&node=337988&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=j0IRw5mSUcA7&node=335274&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=IiL3KnaeH9vZ&node=336636&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=0oliXItz1tbz&node=335414&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=55RE4V2fKubX&node=340523&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=ZO0lX3BDen3J&node=341282&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=7svSvFVeL1Og&node=338145&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=DXdN_eTKvIxd&node=341217&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=KeANuaIA4ivM&node=336422&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=ZO0lX3BDen3J&node=341282&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=EMbg1sbo4RVj&node=340896&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=AzDxgUV4YD7y&node=334084&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=l1B1ECAa_jQ0&node=333755&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=JyVa_nAAOQ7l&node=334431&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=vPksmX66iPMG&node=340467&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=DXdN_eTKvIxd&node=341217&targetmode=proteins

Subunidade V da Citocromo C oxidase
Pequena Proteina Miristoilada 1
Cofilina-like

Precursor Mitocondrial Chaperonina HSP60
Fator de iniciagéo 4 alpha

Actina

alpha tubulina

Subunidade beta da Piruvato desidrogenase E1

Fator de Elongacdo da Transcri¢do 1-beta

Precursor Mitocondrial da Proteina Ribonucleica p18
Metalo-Peptidase, Clan MA(E), Familia M3
beta-tubulina

Enolase

S-adenosil homocisteina hidrolase
Subunidade b da ATP sintetase vacuolar
Proteina de Choque Térmico-70 (HSP-70)

Fator de Elongacédo 2
Subunidade alpha 2 do Proteasoma

COMUNICAS_;AO CELULAR/MECANISMO DE
TRANSDUCAO DE SINAL
Proteina Rab 1 ligante a GTP

INTERACAO COM O AMBIENTE

Proteina de Membrana de Kinetoplastideos 11 kDa (KMP-11)
Proteina Dissulfide Isomerase

LinJ26.1720
LinJ20.1350
LinJ29.0660
LinJ36.4550
LinJ01.0790
LinJ04.1250
LinJ13.0260

LinJ25.1800
LinJ36.3930
LinJ15.0330
LinJ02.0660
LinJ08.1170

LinJ14.1250
LinJ36.2840
LinJ28.2540
LinJ28.2920

LinJ36.2480
91E11

LinJ31.0990

LinJ35.2280
LinJ36.0630

462
471
475
7,8
20
23
25; 27; 40; 46; 47;
65
33
36
63
409
402; 31, 38; 39;
62
14; 414
415
417; 420
10; 11; 24; 25;
448; 450
444
455

460

477
30
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http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=cCVZdSfsjUTj&node=337390&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=lHr6n13M1u7Q&node=336221&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=0dEBXnKjF3yQ&node=338078&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=ZO0lX3BDen3J&node=341282&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=k63mVona_NCG&node=333955&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=aZiVfqhBuWmu&node=337158&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=0q6zm5Hffnx3&node=341220&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=l1B1ECAa_jQ0&node=333755&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=JyVa_nAAOQ7l&node=334431&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=j0IRw5mSUcA7&node=335274&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=l4Yu_aQYPqul&node=341114&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=SvwNdb3WlX5U&node=337951&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=xO5M4xM_ytMs&node=337988&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=3kOmabf03bVY&node=341078&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=KeANuaIA4ivM&node=336422&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=55RE4V2fKubX&node=340523&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=EMbg1sbo4RVj&node=340896&targetmode=proteins

PROCESSO BIOLOGICO DESCONHECIDO

Endorribonuclease L-PSP (pb5)
Fator de Liberacdo de Histamina IgE-dependente
Antigeno solivel PSA-34S da superficie de Promastigota

PROTEINA HIPOTETICA

Proteina Hipotética Conservada
Proteina Hipotética Conservada
Proteina Hipotética Conservada

LinJ23.0220
LinJ24.1180

469; 470
53
401

28
72
446
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http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=9h_oqn19m7xN&node=336653&targetmode=proteins
http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=JYkrzya645ed&node=336928&targetmode=proteins

Categorias Funcionais na cepa BH46

Categorias Funcionais na cepa BH400

Defesa celular, Resposta ao Stress e Viruléncia
m Energia
® Metabolismo
Transporte Celular
u Biogénese de Componentes Celulares
B Proteina com Funcio de Ligagdo ou Cofator (estrutural ou catalitica)
® Sintese de Proteina
m Destino Celular (folding, modification, Grown or Death)
u Interagdo com o Ambiente
®m Regulacdo do Metabolismo e da Fungio de Proteinas
Proteina Hipotética
B Processo Biologico desconhecido

Defesa celular, Resposta ao Stress e Viruléncia
m Energia
® Regulagio da Proliferagao Celular
% Metabolismo

Transporte Celular
" Biogénese de Componentes Celulares
B Proteina com Funcdo de Ligacdo ou Cofator (estrutural ou catalitica)
H Sintese de Proteina
m Destino Celular (folding, modification, Grown or Death)
® Comunicacio Celular/Mecanismo de Transdugdo de Sinal
® Interagdo com o Ambiente

' Proteina Hipotética

B Processo Biologico desconhecido

Figura 19: Categorizacdo funcional das proteinas identificadas por Espectrometria de
Massa das cepas BH46 e BH400. Ao todo, as proteinas foram agrupadas em 14
categorias funcionais, sendo que 12 delas contendo as proteinas super-expressas na
cepa BH46 e 13 contendo proteinas super-expressas na cepa BH400.
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Foram encontradas 13 proteinas sendo super-expressas exclusivamente na cepa
BH46, enquanto que na cepa BH400, foram encontradas 20 proteinas super-expressas
sendo exclusivas dessa cepa. Além disso, foram encontradas 3 proteinas em comum
entre ambas as cepas (Enolase, Triparredoxina e Peroxirredoxina).

Como o foco do nosso trabalho foram as proteinas envolvidas na viruléncia da
cepa com maior viruléncia (BH400), a predicdo das interacGes entre as proteinas
identificadas através do banco de dados String 9.0 (Search Tool for the Retrieval of
Interacting Genes/Proteins - http://string-db.org) foram feitas primeiramente para

interacdes das proteinas super-expressas nesta cepa (Figura 20).
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Figura 20: Rede de interacGes entre proteinas identificadas e relacionadas com a
viruléncia (em vermelho) em BH400 através do banco de dados String 9.0 (Search Tool
for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins - http://string-db.org): 1 - Fator de
Elongacéo 2; 2 - Proteina Rab 1 ligante a GTP; 3 - S-adenosil homocisteina hidrolase; 4
— Fosfomanomutase; 5 - S-adenosil homocisteina hidrolase; 6 - Precursor da proteina
Reiske Ferro-Enxofre; 7 - Triparredoxina Peroxidase; 8 - Triparredoxina Peroxidase; 9
- Proteina 14-3-3 like; 10 - Proteina de membrana de Kinetoplastideos 11 kDa (KMP-
11); 11 - Subunidade alpha 2 do Proteasoma; 12 - Proteina de membrana de
Kinetoplastideos 11 kDa (KMP-11); 13 - Triparredoxina Peroxidase; 14 -
peroxirredoxina; 15 — Triparredoxina; 16 - Endorribonuclease L-PSP (pb5); 17 - S-
adenosil homocisteina hidrolase; 18 — Enolase; 19 - Proteina de Choque Térmico-70
(HSP-70); 20 - Metalo-Peptidase, Clan MA(E), Familia M3.
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Posteriormente foi realizada a predicdo de interacdo das 3 proteinas em comum

nas duas cepas (Enolase, Triparredoxina e Peroxirredoxina) (Figura 21).
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Figura 21: Rede de interacGes entre proteinas identificadas e relacionadas com a
viruléncia (em vermelho) em ambas as cepas através do banco de dados String 9.0
(Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins - http://string-db.org): 1 —
Triparredoxina; 2 — Peroxirredoxina; 3 — Enolase.
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6 DISCUSSAO

Hamsters (Mesocricetus auratus) sdo susceptiveis a infec¢bes por diferentes
espécies de Leishmania e sdo bastante utilizados como modelos experimentais no
estudo da Leishmaniose Visceral (LV) (Gifawesen e Farrel, 1989). S&o utilizados como
modelos para LV por L. donovani desde 1960 (Ott et al, 1967). Assim, como na LV
humana, a doenga em hamsters causada por cepas viscerotropicas é caracterizada por
evolugdo progressiva, exibindo sinais clinicos e sintomas como astenia, anemia,
hepato-esplenomegalia, hipergamaglobulinemia, desidratacdo e podendo culminar na
morte (Farrel et al, 1976; Rodrigues et al, 1992), portanto o curso da doenca se
assemelha muito a LV humana.

O modelo de estudo ideal para LV, a fim de reproduzir a doenca como ela
realmente ocorre na natureza, seria a utilizagdo de cées infectados com L. infantum.
Porém, esse modelo pode apresentar algumas dificuldades, tais como custo,
manutencdo, e uso de grandes quantidades de animais, restringindo o numero de
animais utilizados para cada experimento. Portanto, o uso de Hamsters como modelo
experimental para infecgdes de L. infantum é bastante aceito e muito utilizado, uma vez
que o curso da infeccdo nesse modelo mimetiza a doenca em modelos caninos (Rica-
Capela et al, 2003).

Viruléncia foi definida por Chang e colaboradores (2003) como sendo o grau de
patogenicidade de um micro-organismo geneticamente dotado dessa capacidade,
qguando se manifesta contra um hospedeiro com um sistema imune intacto sob
condic¢des normais. Consistem em basicamente dois grupos: O primeiro grupo consiste
em determinantes invasivos/evasivos, que estdo presentes na superficie do parasito e
moléculas secretadas. A atividade dessas moléculas visa ajudar no estabelecimento da
infeccdo e superar barreiras imunoldgicas e ndo-imunoldgicas do hospedeiro. Essas
moléculas, ndo sdo a causa para a doenca, mas sdo indispensaveis para a infeccdo, que
por sua vez € necessario para o desenvolvimento da doenca. O segundo grupo consiste
em moléculas “pato-antigénicas” produzidas pelo parasito para a replicacdo e
manutencdo da infeccdo nas células hospedeiras. A interacdo dessas moléculas com o
sistema imune do hospedeiro pode causar imunopatologias, manifestando-se como

sinais clinicos, ou seja, o fenotipo virulento (Chang et al, 2002; Chang et al, 2003).
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Alguns componentes do parasito sdo caracterizados como sendo fatores de
viruléncia que contribuem para a patogenicidade da Leishmania e permite a invaséo
celular e estabelecimento da infeccdo no hospedeiro (Matlashewski et al, 2001). Alguns
desses fatores de viruléncia em Leishmania spp. incluem Glicoinositolfosfolipideos
(GILPs), Lipofosfoglianos (LPG), Proteofosfoglicanos (PPG), Major Surface Protease
(gp63) e a proteina de membrana de kinetoplastidos de 11 kDa (KMP-11).

Varias proteinas sdo consideradas fatores de viruléncia em inimeros organismos
patogénicos. Nesse trabalho, inicialmente caracterizamos a viruléncia de duas cepas de
L. infantum em ensaios realizados “in vitro” € “in vivo” usando o modelo hamster. Os
resultados demonstraram a maior viruléncia da cepa BH400 em relacéo a cepa BH 46,
como era esperado, porém, ndo havia antes comprovagdo experimental. A partir dai,
visamos identificar proteinas diferencialmente expressas entre as cepas, partindo do
pré-suposto que essas proteinas poderdo estar associadas ao fenotipo de viruléncia.

Avancos recentes na tecnologia de espectrometria de massas e utilizacdo de
técnicas de marcacdo de proteinas como o Differential Gel Electrophoresis (DIGE)
permitem realizar analises protebmicas qualitativas e quantitativas, podendo-se variar
desde 6rgdos, tecidos e células até organelas subcelulares (Xie et al, 2005; Silverman et
al, 2008).

Em nosso trabalho, os Géis Bidimensionais de promastigotas de L. infantum
apresentaram uma média em torno de 1000 spots. A quantidade de spots nos géis
bidimensionais do nosso trabalho foi satisfatoria, levando em consideracdo trabalhos
semelhantes como Walker et al, 2006; Cuervo et al, 2007; Paape et al, 2008 e
Mojtahedi et al, 2008 que detectaram uma média de 660, 650, 391 e 600 spots/gel,
respectivamente. Alguns trabalhos utilizaram o nitrato de Prata como corante das
proteinas apds a eletroforese bidimensional, um corante 10 vezes mais sensivel que o
Coomassie Brilliant Blue G-250 utilizado nos trabalhos citados anteriormente, sendo
possivel, portanto, uma deteccdo de maior quantidade de spots no gel. Trabalhos que
utilizaram a mesma metodologia utilizada em nosso trabalho, conseguiram detectar nos
géis cerca de 700 até 1650 spots/gel (Dea-Ayuela et al, 2006; Brobey et al, 2006).
Além disso, o Indice de Correlacdo entre os spots no nosso trabalho variam de 0,87 a
0,96. Valores proximos a 1,00 indicam uma boa correlagéo entre as posicoes relativas
dos spots nos geis, consecutivamente, uma boa reprodutibilidade dos géis

confeccionados.
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A técnica de Differential Gel Electrophoresis (DIGE) foi desenvolvida para
resolver o problema da baixa reprodutibilidade que pode ocorrer na metodologia de
géis bidimensionais, através da marcagdo de duas amostras com diferentes fluoréforos e
separa-las no mesmo gel. As proteinas de cada amostra s&o marcadas covalentemente
com corantes fluorescentes de cores diferentes, que ndo alteram a migracao relativa
dessas proteinas durante a eletroforese. No DIGE, cada spot idéntico em uma amostra €
sobreposto com o seu homdlogo diferencialmente marcado na outra amostra,
permitindo assim uma detec¢do mais reprodutivel e de facil deteccdo. Além disso, o
DIGE ¢ uma técnica bastante sensivel, sendo capaz de detectar até 0,5 fmol de proteina
(Viswanathan et al, 2006).

Na literatura, s&o varios os trabalhos utilizando a abordagem protedmica através
do DIGE e espectrometria de massas para identificar fatores de viruléncia em outros
organismos. Xiao e colaboradores (2007) utilizaram a técnica de DIGE, na
identificacdo de fatores que influenciam na viruléncia de dois tipos de virus PRRSV
(Porcine reproductive and respiratory syndrome virus), responsavel por causar a
sindrome do Mistério Suino, com diferencas na viruléncia. Regidor-Cerrillo e
colaboradores (2012) avaliaram mudancas nas expressdes de proteina em isolados
virulentos e atenuados de Neospora caninum através de DIGE e MALDI ToF/ToF.

H& trabalhos também, que demonstram a diferenca na patogenicidade nos
tecidos de organismos infectados com cepas com diferenca na viruléncia. Um desses
trabalhos, realizado por Cao e colaboradores (2012), demonstra através da técnica
DIGE e MALDI ToF/ToF a mudanca global no perfil proteémico de tecidos da traquéia
e rins de frangos infectados com a cepa virulenta e outra cepa avirulenta do coronavirus
Infectious Bronchitis Virus (IBV).

Entretanto, em Leishmania, sdo poucos os trabalhos que utilizaram dessa
metodologia. Morales e colaboradores (2010) através da técnica de DIGE avaliaram
extrato de fosfoproteoma de amastigotas axénicas e promastigotas de L. donovani.
Costa e colaboradores (2011) utilizaram DIGE para identificar proteinas
diferencialmente expressas entre amastigotas e promastigotas de L. infantum. Pescher e
colaboradores (2011) compararam a morfologia, infectividade e expressdo de proteinas
de amastigotas axénicas e amastigotas esplénicas de L. donovani, por meio de DIGE e

analises in silico. Assim, observa-se que a técnica de DIGE, além de ainda pouco
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utilizada em Leishmania, ndo ha publicacdes na literatura consultada dessa abordagem
para identificacdo de fatores de viruléncia entre cepas nesse parasito.

No presente estudo, foram identificadas 36 proteinas, sendo 20 aumentadas em
BH400. Observou-se que algumas proteinas foram identificadas provenientes de
diferentes spots, além disso, em praticamente todas as proteinas identificadas,
observou-se alteracbes nos valores de Massa Molecular e Ponto Isoelétrico, quando
comparados com os valores preditos pelos bancos de dados. Isso indica uma provéavel
modificacdo pos-traducional nas proteinas, comum em Trypanosomatideos (Clayton et
al, 2002; Rosenzweig et al, 2008, Cuervo et al, 2010 e Paape et al, 2011).

Devido ao grande nimero de proteinas identificadas e a diversidade de funcdes
que apresentam, optamos por organizar nossa discussdo conforme dados da literatura
sobre proteinas relacionadas com viruléncia em outras espécies de Leishmania e sua
predicdo da Rede de Interagcdes na cepa de maior viruléncia.

Portanto, na cepa BH400 observou-se a super-expressdo da proteina Fator de
Elongacdo 2, envolvida na traducdo de proteinas e elongacéo da cadeia polipeptidica no
ribossomo, ja descrita como envolvida na viruléncia de L. donovani (Kushawaha et al,
2011). Em outros organismos, tem sido demonstrada a interacdo dessa proteina com
proteinas ribossomais para que possa haver a atividade de GTPase (Bargis-Surgey et al,
1999). H& predigdo de que esta interage com a subunidade 60S da Proteina Ribossomal
L30 e subunidade 40S da Proteina Ribossomal S16, que constituem subunidades
estruturais dos ribossomos, relacionadas com a traducdo de proteinas.

Por sua vez, essas proteinas ribossomais interagem com S-adenosil
homocisteina Hidrolase aqui identificada, um inibidor competitivo da S-adenosil-L-
metionina-dependente de reacdes metil transferases, desempenhando um papel
importante no controle de metilacdes, regulando a concentracdo intracelular de S-
adenosil homocisteina. Essa proteina ja tinha sido relacionada com viruléncia em L.
braziliensis e L. donovani, e agora identificada pelo nosso trabalho na cepa mais
virulenta de L. infantum, além de ser descrita como provavel fator de viruléncia por
Mottram et al, 2004; Cuervo et al, 2007 e Walker et al, 2006. Além disso, a proteina S-
adenosil homocisteina Hidrolase também interage com a proteina Subunidade alpha da
ATPase envolvida no transporte de prétons através da membrana, crucial para a sintese
de ATP.
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A subunidade 60S da Proteina Ribossomal L30 e subunidade 40S da Proteina
Ribossomal S16 citadas anteriormente, juntamente com a proteina S-adenosil
homocisteina Hidrolase também interagem com a proteina Fosfomanomutase, super-
expressa em BH400, que catalisa a conversdao de manose-6-fosfato em manose-1-
fosfato, essencial na ativacdo de manose e a biossintese de glicoconjugados em todos 0s
eucariotas. Foi observado que a auséncia dessa proteina em Leishmania mexicana
resulta na perda de viruléncia do parasito, sugerindo que a Fosfomanomutase é um
possivel fator de viruléncia e alvo terapéutico promissor para o desenvolvimento de
inibidores anti-Leishmaniose (Kedzierski et al, 2006).

Também aumentada em BH400, identificamos a proteina Enolase. Essa
proteina estd envolvida na via glicolitica, presente na superficie celular de vérios
organismos, inclusive na Leishmania, onde tem se demonstrado a interacdo da Enolase
com células do hospedeiro. Além disso, tem sido descrita como sendo um possivel fator
de viruléncia nas espécies L. mexicana, L. donovani e L. major (Swenerton et al, 2011).
Possui a capacidade de atuar como proteinas de choque térmico, ligante ao DNA para
desempenhar um papel na transcricdo, receptor de plasminogénio e na migracdo de
células e ativacdo de metalo-proteases (Vanegas et al, 2007). Vérias outras funcgdes
intra ou extracelular foram também relatadas para diferentes organismos (Pancholi et
al, 2001).

Hé& predicdo que Enolase interage com vérias moléculas, dentre elas estdo a
Triose-fosfato Isomerase, envolvida na glicolise, gliconeogénese e importante também
no balanceamento de metabdlitos na via fosfato-pentose; Transketolase, com atividade
de transferase, e catalise de transferéncia transaldolase reversivel de um grupo ketol;
Dominio-PAS contendo Fosfoglicerato Quinase; Glucose-6-Fosfate Isomerase,
envolvida na conversdo anaerdbia enzimatica da glicose em lactato ou piruvato e
intermediarios do ciclo do &cido tricarboxilico, resultando em energia armazenada na
forma de trifosfato de adenosina (ATP); Subunidade 40S da Proteina Ribossomal SA,
constitui uma subunidade da estrutura dos ribossomos, estando relacionada com a
traducdo de proteinas; Fator de Elongacdo G, envolvida na traducdo de proteinas e
elongamento da cadeia no ribossomo; Subunidade Beta da ATPase, envolvida no
transporte de protons através da membrana, importante para a sintese de ATP; Proteina
Diftina Sintetase-like, proteina envolvida na metiltransferase e reparo do DNA,;

Transaldolase, enzima importante no balanceamento de metabdlitos na via fosfato-
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pentose, envolvida também na via bioquimica em que a glucose-6-fosfato é oxidado a
6-fosfogluconato com a producdo de NADPH; Proteina Fosfoglicerato Mutase, com
atividade isomerase, responsavel pelas alteracfes geométricas ou estruturais dentro de
uma molécula, podendo ser crucial para a sobrevivéncia do parasito (UniProt.org).

Registramos também maior abundancia, na cepa mais virulenta, da proteina 14-
3-3 like capaz de se ligar a fosfoproteinas, participando do controle de diversos
processos celulares, tais como metabolismo, transducdo de sinal, controle do ciclo
celular, trafego de proteinas, fatores de transcrigdo, resposta ao estresse e regulagdo da
atividade apoptdtica e de morte celular, podendo alterar o prolongamento do tempo de
vida de células hospedeiras infectadas com L. donovani (Silverman et al, 2008; Chawla
et al, 2011). Essa proteina apresenta predicdo de interacdo com a Subunidade
Regulatoria do Proteasoma 19S, Metalo-Peptidase, Clan MP, Familia M67,
pertencentes a um complexo de multiplas subunidades que catalisa a degradacao de
proteinas. Também hé predicdo de interacdo entre a Subunidade alpha 2 do Proteasoma,
proteina pertencente ao proteassoma, responsavel pela degradacdo de proteinas que
tenham sido marcados para destrui¢do por ubiquitinacdo ou por outros meios (Malygin
et al, 2000).

Em nosso trabalho, foi encontrada super-expressa em BH400 a Metalo-
Peptidase, ClanMA(E), Familia M3, possuindo atividade metalo-proteinase e de
protedlise e considerada fator de viruléncia em L. major e L. mexicana (Silva-Almeida
et al, 2012). Esta proteina, por predicdo, parece interagir com a proteina de
Translocacdo de Proton Pirofosfatase 1, possuindo a funcéo de hidrélise de moléculas.
Juntamente com a proteina Endorribonuclease L-PSP (pb5), também encontrada super-
expressa na cepa BH400, desempenham um papel importante na sobrevivéncia
intracelular do parasito (Silverman et al, 2008).

Outra proteina com super-expressao na cepa BH400 foi a Precursora da Proteina
Reiske Ferro-Enxofre, envolvida na oxidoredutase e atividade de ubiquitinacdo do
Citocromo-c, um dos estimulos responsaveis pela programacdo da morte celular do
hospedeiro (apoptose) (Kadenback et al, 2004; Gannavaram et al, 2012). Através da
rede de interacOes predita, observou a interagdo dessa proteina com uma Proteina
Hipotética.

A proteina Rab 1 ligante a GTP foi classificada de acordo com Silverman e

colaboradores (2008) como candidato a fator de viruléncia em L. donovani, devido a
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sua associa¢ao com o transporte vesicular de proteinas, podendo regular o trafego desse
transporte, afetando a secrecdo de proteinas do parasito (Silverman et al, 2008).

O estresse oxidativo pode influenciar na sobrevivéncia dos Tripanossomatideos,
nas interagBes entre parasito-hospedeiro uma grande quantidade de intermediarios
Reativos de Oxigénio e Oxido Nitrico (ROl e NO) é gerada pelo hospedeiro para criar
condicdes desfavoraveis para 0s agentes patogénicos invasores, e consequentemente
para a sua eliminagdo. Portanto, a habilidade do parasito para evadir os efeitos
oxidativos estd diretamente ligada a viruléncia e ao estabelecimento da infecgéo.
Evidentemente, para a sobrevivéncia e estabelecimento da infecgcdo pela Leishmania, a
mesma deve evadir os efeitos do estresse oxidativos gerados pelo hospedeiro. Proteinas
como a Triparredoxina e a Peroxirredoxina, também encontradas no nosso trabalho
como sendo abundantes em ambas as cepas, ndo apenas Sa0 cruciais para a
sobrevivéncia durante o estresse oxidativo, mas também para aumentar a capacidade
infectante do parasito, garantindo o estabelecimento e o sucesso da infeccdo. lyer e
colaboradores (2008) observaram que ha um aumento da expressdo de Triparredoxina
apos a exposicdo de H,0,, ndo havendo morte celular devido ao estresse induzido (lyer
et al, 2008). Foi demonstrada que ha interacdo entre as proteinas Peroxirredoxina e
Triparredoxina, exercendo a funcdo de detoxificacdo celular, sinalizacdo na
proliferacdo e processos de diferenciacéo, alem de serem cruciais na defesa do parasito
contra o estresse oxidativo (Castro et al, 2002). Além disso, essas proteinas ja foram
descritas como sendo fatores de viruléncia em Leishmania (Romao et al, 2009). Assim,
acreditamos que apesar de ambas terem sido identificadas com maior abundancia nas
duas cepas, ndo descartamos seu papel na viruléncia de L. infantum, pois em cada cepa
correspondiam a spots diferentes, ou seja, com variacio de pl e MM, e
consequentemente apresentando funcdes diferentes em cada uma.

A Proteina de Choque Térmico-70 (HSP-70) desempenha um papel
fundamental tanto em células em resposta a um choque térmico ou a algum estresse
quanto em células em um estado nativo. Estdo envolvidas com enovelamento,
montagem, localizagdo intracelular, secrecdo, ativacdo e degradacdo, além de interagir
com varios componentes de vias de sinalizacdo que regulam o crescimento e o
desenvolvimento celular. Além disso, é demonstrado que a auséncia de HSP-70, leva a
uma diminuicdo da replicacdo e da viruléncia do parasito (Folgueira et al, 2008). Essa

proteina interage com a proteina co-Chaperona GrpE, sendo um componente principal
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do complexo PAM, um complexo necessario para a translocacdo de peptideos que
contém proteinas na membrana interna da matriz mitocondrial em um modo
dependente de ATP. As co-chaperonas participam da fungdo de enovelamento das
proteinas pelas Chaperonas, e algumas delas possuem a propria atividade de
Chaperonas, a se julgar pela habilidade em prevenir agregacao polipeptidica. Outras co-
chaperonas apenas interagem com HSP-70 (mais abundante em BH400) ou HSP-90,
tendo assim uma funcéo regulatoria na atividade de enovelamento de proteinas (Mayer
et al, 2005; Zamora-Veyl et al, 2005; Zmijewski et al, 2007).

Em nossa opinido, um dos achados mais interessantes foi a abundancia elevada
de KMP-11 em BH400. A Proteina de Membrana de Kinetoplastideos 11 kDa (KMP-
11) é uma molécula presente na membrana de todos os protozoarios da Ordem
Kinetoplastida (Stebeck et al, 1995). Tem sido sugerido que essa proteina desempenha
um papel na infectividade e viruléncia. Essa molécula estd presente tanto em
amastigota, quanto em promastigota, onde € mais expressa. Foi observado que em L.
donovani, a expressdo dessa proteina diminui em paralelo com a perda da viruléncia
associada a varias passagens das culturas do parasito (Mukhopadhyay et al, 1998).
Devido a super-expressao de KMP-11 realizado por Lacerda e colaboradores (2012), a
viruléncia de L. amazonensis foi exacerbada. Esse dado foi comprovado ap6s o
bloqueio da KMP-11 através de anticorpos monoclonais anti-KMP-11 e posterior
diminuicdo da viruléncia (Matos et al, 2010; Lacerda et al, 2012).

As proteinas Subunidade V da Citocromo C oxidase; Cofilina-like; Proteina de
membrana de Kinetoplastideos 11 kDa (KMP-11) e Proteina Rab 1 ligante a GTP nao
foram preditas como tendo interagdes com outras proteinas.

Apesar de inesperado, em ambas as cepas foram encontradas 3 proteinas com
aumento de expressdo (Enolase, Triparredoxina e Peroxirredoxina). Isso pode ter
ocorrido devido a modificagbes pos-traducionais, tais como a ubiquitinacao, oxidacéo,
glicosilacdo, fosforilagdo, metilagdo, acetilacdo, dentre outras. Cada uma dessas
modificacfes alteram a massa molecular da proteina modificada. Em alguns casos,
podendo haver vérios sitios dessa modificacdo, o que leva a uma grande alteracdo na
massa molecular e consequentemente a posicdo do spot no gel (Jensen, 2006). Além
disso, hd mudanga de funcionalidade dessa proteina ao sofrer essas modificagdes,

podendo influenciar na diferenca de viruléncia entre as duas cepas.
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Em suma, no presente estudo foram encontradas proteinas ja descritas como
fatores de viruléncia em outras espécies de Leishmania, bem como algumas proteinas
que sdo preditas como suas “parceiras”, todas identificadas simultanemante e néo
isoladamente como nas citacOes anteriores. Certamente que isso foi em decorréncia de
ser um trabalho pioneiro na utilizacdo da abordagem protedmica para identificacdo de
fatores de viruléncia em Leishmania infantum.

Por fim, vale enfatizar ainda, que foi observado através da rede de interacoes
que as proteinas descritas como envolvidas na viruléncia em Leishmania, muitas vezes
interagem entre si, tendo todas elas sido identificadas nesse estudo, como por exemplo,
a Enolase com a S-adenosil Homocisteina Hidrolase, a Triparredoxina com a
Peroxirredoxina. Sabe-se que uma proteina sozinha ndo realiza todas suas
funcionalidades e que para conclui-las, é necessario a interacdo com outras moléculas,
tornando importante ndo somente o estudo das proteinas individualmente, mas as
interacdes dos complexos protéicos globais do organismo estudado para auxiliar em um

maior entendimento da biologia do parasito.
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7 CONCLUSAO

Foi observado que a cepa BH400 possui maior capacidade de infeccdo e carga
parasitaria em macrofagos infectados, quando comparado com a cepa BH46. Além
disso, 0 aumento nos pesos dos bagos e dos figados foram maiores em animais
infectados por BH400.

A avaliacdo Histopatologica realizada demonstrou que animais infectados pela cepa
BH400 apresentaram uma inflamacdo granulomatosa, e os hepatOcitos apresentaram
degeneracdo hidrdpica e/ou esteatose. Foi observado espessamento da capsula reativa
ao processo croénico granulomatoso. Por outro lado, os tecidos da maioria dos animais
infectados pela cepa BH46 apresentaram histologia sem alteracdes. Através da Imuno-
histoquimica, os animais infectados pela cepa BH46 apresentaram um menor
parasitismo tecidual comparado aos animais infectados pela cepa BH400.

A quantificacdo da carga parasitaria atraves da Dilui¢cdo Sucessiva demonstrou que na
cepa BH400 foi encontrado crescimento dos parasitos até a diluicdo 10’, indicando uma
maior carga parasitaria quando comparada com a cepa BH46. Esses dados comprovam

uma maior viruléncia e infectividade da cepa BH400 em relacdo a BH46.

No presente estudo, foram encontradas proteinas ja descritas como possiveis fatores de
viruléncia em outros trabalhos, muitas vezes envolvendo outras espécies de
Leishmania, além da L. infantum tais como Triparredoxina, S-adenosil Homocisteina
Hidrolase, Proteina de Choque Térmico-70 (HSP-70); Metalo-Peptidase, ClanMA(E),
Familia M3, Enolase, Fosfomanomutase, Peroxirredoxina, Proteina 14-3-3 like, Fator
de Elongacdo 2, Endorribonuclease L-PSP (pb5), Proteina Rab 1 ligante a GTP e
Proteina de Membrana de Kinetoplastideos 11 kDa (KMP-11).
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9. ANEXOS

Anexo 1 - Cer_tificado de aprovagdo pelo Comité de Etica em Experimentagio Animal do
protocolo experimental usado (CETEA — Protocolo 232/2010).

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°® 232/2010, relativo ao projeto intitulado

“Abordagem protedmica para identificacdo de fatores de viruléncia em
que tem como responsavel(is) Hélida Monteiro de

Leishmania Chagasi’,
s Eticos da Experimentagdo Animal,

Andrade , esta(d0) de acordo com 0s Principio:
adotados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG),

tendo sido aprovado na reunido de 1/ 12/ 2010.

Este certificado expira-se em 1/ 12/ 2015.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 232/2010, related to the project entitled
“Leishmaniaa Chagasi virulence factors identification by proteomic
approach’, under the supervisiors of Hélida Monteiro de Andrade, is in
agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the
Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG), and was
approved in December 1, 2010.

This certificate expires in December 1, 2015.

Belo Horizonte, / Dezembro de 2010.

Profa. Jacqueli i saura Alvarez-Leite
Coordenadora.do CETEA/UFMG

Unliversidade Federal do Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 ~ Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516

fl ribioeticalcetea - cetea@prpq.ufmg.b
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Anexo 2 - ldentificacdo das proteinas diferencialmente expressas entre BH400 e BH46 de L. infantum. Sequéncia dos peptideos confirmados no MALDI ToF/ToF; a funcéo
molecular atraves da consulta no banco de dados UniProt.org; a area de cobertura necessaria para que a proteina pudesse ser encontrada no banco de dados; o score da proteina.

N° Nome da Proteina Sequéncia de Peptideos Identificados Funcdo bioldgica Cobertura Protein Abundan_ce
Gl . - Vol. Ratio

Spot (pl/Mr exp - pred) (Da) (UniProt) % Score 0<0,05
B.401 | soluble promastigote surface gi|264665718 R.IVSLSGNHFCGCVPDSWR.E (2091.05)

antigen PSA-34S (4.2/53.00 -

4.72/35.55) S 59 T BH400
B.402 beta-tubulin  (4.4/58.00 - gi|1296832 K.LAVNLVPFPR.L (1124.78) nucleotide/nucleoside/nucleobase binding

4.69/50.30) ' ' R.FPGQLNSDLR.K (1145.70) assembly of protein complexes microtubule 7 149  BH400

' ' R.INVYFDESAGGR.Y (1326.77) cytoskeleton

B.409 | metallo-peptidase, Clan gij401423944 K.VFALDLFEYIR.S (1385.14) Metalloprotease; protease; protedlises;

MA(E), Family M3 R.DSLNTTQLFYDLEPR.V (1811.42) hydrolase; metal ion binding; 3 80 2 BH400

(5.77/64.00 - 5.61/77.68) metalloendopeptidase activity.
B.414 Enolase (5.86/54.00 ) 0i|146081643 K.AQIVGDDLTVTNVER.V (1629.10) glycolysis; phosphopyruvate hydratase

5.33/46.63) ' ' R.GNPTVEVELMTEAGVFR.S (1855.22) complex; magnesium ion binding; virulence 11 178 A BH400

' ' K.NPEPTYVSAAELQATYER.W (2038.31)
B.415 gij401420516 R.GDNAGVFFLPK.S (1163.97) Adenosylhomocysteine is a competitive
K.EHVEIKPQVDR.Y (1349.14) inhibitor of S-adenosyl-L-methionine-

S-adenosylhomocysteine K.QAEYINCPVNGPFKPDHYR.Y (2305.77) dependent methyl transferase reactions;

hydrolase (5.84/55.00 - therefore adenosylhomocysteinase may play 9 124 2 BH400

5.66/48.52) a key role in the control of methylations via

regulation of the intracellular concentration
of adenosylhomocysteine.

B.417 0i|146092411 R.NIEGIPINPR.A (1121.90) hydrolase activity, acting on acid

putative vacuolar ATP anhydrides, catalyzing transmembrane

synthase subunit b (5.90/57.00 movement of substances; ATP binding; 5 52 1 BHA0O

- 5.81/55.89)

hydrogen ion transporting ATP synthase
activity, rotational mechanism;
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B.420 0i|146092411 R.NIEGIPINPR.A (1121.72) hydrolase activity, acting on acid
utative vacuolar ATP R.QLYPPINILPSLSR.L (1611.04) anhydrides, catalyzing transmembrane
P . R.IFNGSGIPIDNGPPVLPEQFR.N (2267.35) movement of substances; ATP binding;
synthase subunit b (6.03/57.00 . ; 9 133 T BH400
hydrogen ion transporting ATP synthase
- 5.81/55.89) L . o
activity, rotational mechanism;
B.424 heat-shock protein 70 Qi[365927246 R.FEELCGDLFR.G (1284.97) response to stress; ATP binding;
(5.01/51.00 - 5.31/50.51) K.DCHLLGTFDLSGIPPAPR.G (1964.87) 6 73 T BH400
B.425 heat-shock protein 70 Qi[365927246 R.SVHDVVLVGGSTR.I (1325.07) response to stress; ATP binding;
(5.12/50.00 - 5.31/50.51) K.DCHLLGTFDLSGIPPAPR.G (1964.86) 6 111 T BH400
B.442 | putative reiske iron-sulfur Qi[339899227 R.QGPAPLNLEVPPYR.W + GIn->pyro-Glu (N- | ubiquinol-cytochrome-c reductase activity;
protein precursor (5.57/44.00 - term Q) (1532.89) metal ion binding. 9 118 1 BH400
5.91/34.04) K.DYDASMWDEEFFR.K (1709.77)
B.444 0i|146103554 K.DSFVAAWQWATR.E (1436.95) Elongation factor; translation elongation
elongation factor 2 R.AYLPVAESFGFTADLR.A (1756.23) factor 1 complex; GTP catabolic process; 5 147 2 BH400
(6.24/41.00 - 5.77/94.94) R.GVIIGEENRPGTPIYNVR.A (1983.48) GTPase activity
B.445 0i|146104107 R.FDEMLLCIR.K (1195.70) binding to nimerous phosphorylated
14-33 rotein-like R.YYAEIDSGDGQR.Q (1372.75) proteins including transcription factors,
] P K. ATDVANSSLAPTHPIR.L (1649.11) biosynthetic enzymes, cytoskeletal proteins,
protein (4.68/38.00 - L - . 14 182 T BH400
signaling molecules and display important
4.79/29.78) - - _
anti-apoptotic characteristics
B.446 conserved hvpothetical gi|401421092 K.EMQASGEVDYTTIPPPR.L + Glu->pyro-Glu
rotein (5 0413700 - (N-term E); Oxidation (M) (1890.21) 14 134 1 BH400
P ) ' R.SIVEGFAVDVQGSYVNEAVGR.E (2195.44)
5.37/29.14)
B.447 utative 0i|401420112 R.NGMFNVSPIGR.N + Oxidation (M) (1207.70) | mannose biosynthetic process;
P K.AILLFDVDGTLTPPR.N (1627.07) phosphomannomutase activity
phosphomannomutase K. TSEGGNDYEIFTDSR.T (1689.91) 16 166 T BH400
(5.18/36.00 - 5.18/28.23) ' ' '
B.448 i[316936317 K.DAGTISGLEVLR.I (1229.77) response to stress;
heat  shock rotein 70 R.LVTFFTEEFK.R (1257.78) ATP binding;
P K.GDDKPVISVQYR.G (1375.84) 15 525 T BH400

(5.27/37.00 - 6.25/56.63)

R.LVTFFTEEFKR.K (1415.86)
R.TTPSYVAFTDSER.L (1472.81)
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K.AVVTVPAYFNDSQR.Q (1565.91)
K.AVVTVPAYFNDSQR.Q (1566.96)
K.ATNGDTHLGGEDFDNR.L (1718.92)

gi[401420112

R.NGMFNVSPIGR.N + Oxidation (M) (1207.70)

mannose biosynthetic process;

putative o
B.449 phosphomannomutase E?éIEIéIED,\YDDf;;I'I:EI;I;I_\IF ggsggg; phosphomannomutase activity 16 214 2 BH400
(5.32/36.00 - 5.18/28.23) ' ' '
gi|758136 R.TTPSYVAFTDSER.L (1472.97) response to stress; ATP binding.
B.450 i . K.AVVTVPAYFNDSQR.Q (1566.18)
f‘f_)azls/hflczo";mte'” (5.50/38.00 K. AVVTVPAYFNDSQR.Q (1567.09) 6 131 1 BH400
' ' K. ATNGDTHLGGEDFDNR.L (1719.14)
putative 2,4-dihydroxyhept-2- gi|146089119 K.KHDVILGLFLFGTDR.V (1730.17) carbon-carbon !yase activity; _
B.453 L . cellular aromatic compound metabolic
ene-1,7-dioic acid aldolase rocess 5 74 T BH400
(5.68/36.00 - 5.80/30.72) P
gi|154337338 R.FEILSVDQLR.D (1218.86) ubiquitin-dependent protein catabolic
B.455 | putative proteasome alpha 2 K.VFVLDEHAGCTYSGMGPDCR.V + | process;
subunit (5.44/33.00 - Oxidation (M) (2298.49) proteasome core complex, alpha-subunit 12 81 T BH400
5.43/25.36) complex;
threonine-type endopeptidase activity
o 0i[401422277 | RHATINDLPVGR.N (1191.83) o .
Peroxidoxin ~ (5.91/33.00 - antioxidant activity,
B.458 6.90/25.58) ( R.DYGVLIEESGIALR.G (1534.07) peroxiredoxin activity 11 112 1 BH400
- ) g||145411494 R_QlTVNDMPVGRN + Gln->pyl’0-G|U (N'term peroxidase act|v|ty’ Oxidoreductase
B.459 | cytoplasmic tryparedoxin Q) (1211.94)
peroxidase  (6.24/33.00 - R.LLEAFQFVEK.H (1222.97) 17 197 T BH400
6.73/22.37) R.AYGVLAEAQGVAYR.G (1467.14)
B.460 putative small GTP-binding 0i[339898641 K.LRIYDTAGQER.F (1315.93) small (_STI?aS(.a mediated signal transduction;
protein Rabl (5.38/31.00 - GTP binding; 5 53 1 BH400
555/2246) protein transport
gij401422277 R.HATINDLPVGR.N (1192.03) antioxidant activity;
B.461 | Peroxidoxin  (5.59/32.00 - R.DYGVLIEESGIALR.G (1534.27) peroxiredoxin activity 21 235 2 BH400

6.90/ 25.58)

R.NTQVIAVSCDSVYSHLAWVNTPR.K
(2618.11)
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B.462 | putative cytochrome c oxidase gi|146089942 R.VFLPPHLGDPHR.L (1383.90) cytochrome-c oxidase activity;
subunit V  (5.64/31.00 - R.GAEIPDHVFQTPAVIER.L (1878.20) Oxidoreductase. 14 127 T BH400
6.10/22.38)
B.464 | cytoplasmic tryparedoxin 0i|145411494 R.AYGVLAEAQGVAYR.G (1466.88) peroxidase activity;
peroxidase  (6.21/29.00 - Oxidoreductase 7 111 T BH400
6.73/22.37)
B.469 | putative endoribonuclease L- gi|146087017 K.SCAVQLIAQIK.A (1229.89) Nuclease,
PSP (pb5) (5.45/19.00 - mMRNA cleavage 6 67 T BH400
5.87/17.30)
B.470 putative endoribonuclease L- gi|146087017 K.SCAVQLIAQIK.A ( 1229.86) Nuclease,
PSP (pb5) (5.83/19.00 - K.LMVGQLGDSLTAEDGK.A ( 163??.18_) MRNA cleavage 16 134 2 BH400
5.87/17.30) ' ' K.LMVGQLGDSLTAEDGK.A + Oxidation (M)
' ' (1649.17)
B.471 | putative small myristoylated 0i|146085415 K.MDALPLSEEYR.Q + Oxidation (M)
protein-1 (4.95/16.00 - (1338.75) 8 47 T BH400
5.31/15.15)
gi|157781821 K.MPWLALPFEK.R (1230.72) peroxiredoxin activity;
K.MPWLALPFEK.R + Oxidation (M) (1246.73) | Oxidoreductase
cytosolic tryparedoxin R.GFTPQLVEFYDK.H (1442.82)
B.473 (5.52/17.00 - 5.23/16.68) R.HALTQDPEGAQFPWR.D (1751.99) 26 251 T BH400
' ' ' ' R.HALTQDPEGAQFPWR.D (1753.98)
R.HALTQDPEGAQFPWRDE.- (1998.08)
cofilin-like gij401416034 R.DALSAVSEGYLPIQANDESGLDAEEIVR.K
B.475 | protein (5.44/16.00 - (2961.43) 20 96 T BH400
5.30/15.85)
0i|146101120 K.LDRLDEEFNR.K (1305.88) positive regulation of T-cell proliferation;
kinetoplastid membrane cytoskeleton organization;
B.477 | protein-11  (5.98/11.00 - parasite mobility and attachment to the 10 60 T BH400
5.96/11.28) surface of the host cell;
putative glutamine gij401415106 K.DIIFYGSENNKR.L (1455.94) g!utamine biosynthetic process;
B.478 synthetase (6.11/50.00 ) R.AENGLEVIHQYIDR.L (1657.08) n:trtogen compounq rlnetabollc_pfocess; 6 64 1 BHA0O
5.71/42.89) glutamate-ammonia ligase activity
A7 chaperonin HSP60, gi|146104321 K.DPFENMGAQLVR.Q (1375.52) response to stress;
mitochondrial R.AAVQEGIVAGGGTALLR.A (1581.75) protein refolding; 10 209 T BH46
precursor (5.07/62.00 - R.YVNMFEAGIIDPTR.V (1624.66)
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5.33/59.66)

K.IQSIHSLLPALNHVVR.S (1795.85)

gi[146104317

R.AAVQEGIVAGGGTALLR.A (1581.69)

response to stress;

A8 Eg;%%%n& _5.33/60 SSSPGO protein refolding; 3 52 T BH46
gi|146093966 K.DAGTIAGLNVIR.V (1198.59) protein folding;
A.10 K.EINDVVLVGGMTR.M + Glu->pyro-Glu (N- | response to stress;
. term E) (1383.60) ATP binding.
utative heat shock 70-related
grotein 1 mitochondrial K.EINDVVLVGGMTR.M (1401.62)
reCUrSor (5’ 53/63.00 - 5.80/ R.GVNPDEAVALGAATLGGVLR.G (1878.85) 9 267 T BH46
$2 08) ' ) ' K.VSNAVVTCPAYFNDAQR.Q (1906.85)
' K.VSNAVVTCPAYFNDAQR.Q (1911.73)
All gi|146093964 K.EINDVVLVGGMTR.M + Glu->pyro-Glu (N- | protein folding;
term E) (1376.48) response to stress;
K.EINDVVLVGGMTR.M + Glu->pyro-Glu (N- | ATP binding.
putative heat shock 70-related term E) (1383.53)
protein 1,  mitochondrial K.EINDVVLVGGMTR.M + Oxidation (M)
precursor (5.62/64.00 - 6.00/ (1417.52) ! Lra T BH46
69.31) R.GVNPDEAVALGAATLGGVLR.G (1878.75)
K.VSNAVVTCPAYFNDAQR.Q (1911.61)
Al4 0i[146081643 | K.AQIVGDDLTVTNVER.V (1628.65) glycolysis;
R.SAVPSGASTGVHEACELR.D (1826.64) phosphopyruvate hydratase complex;
) R.GNPTVEVELMTEAGVFR.S + Oxidation (M) | magnesium ion binding;
Eg%'g)se (5.64/58.00 - 5.33/ (1854.65) virulence. 15 195 1 BH46
' K.NPEPTYVSAAELQATYER.W (2037.70)
A.20 putative eukaryotic initiation gi|146075141 K. TGAFSIGLLQR.L (1161.42) translation initiation factor activity;
factor 4a (6.24/56.00 - 5.83/ K.FCETFVGGTR.V (1172.30) DA b'“d'g‘gli 5 87 1 BH46
45 35) metabolic process.
A.23 . gi|146076586 KJIWHHTFYNELR.V (1514.81) cell motility and are ubiquitously expressed
Actin - (5.64/5400 - 541 in all eukaryotic cells; 2 80 T BH46

42.30)

cytoskeleton;
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ATP binding

gi|339897551 R.QLFNPEQLVSGK.E (1358.69) GTPase activity;
A.25 R.SLDIERPSYTNVNR.L (1662.87) GTP binding;
alpha tubulin (6.00/55.00 - structural molecule activity;
5.08/ 54.94) major constituent of microtubules. S 104 T BH46
A27 gi|339897551 R.QLFNPEQLVSGK.E (1358.64) GTPase activity;
R.LIGQVVSSLTASLR.F (1442.83) GTP binding;
alpha tubulin (5.43/48.00 - R.SLDIERPSYTNVNR.L (1662.85) structural molecule activity; 14 294 + BH46
5.08/ 54.94) R.IHFVLTSYAPVVSAEK.A (1759.90) major constituent of microtubules.
R.CIFLDLEPTVVDEVR.T (1803.88)
A28 conserved hypothetical protein gi|146094146 R.YTGDWTFGR.I (1101.54)
(5.46/49.00 - 5.32/ 41.15) R.YEGDWLDDR.R (1167.56) 5 58 T BH46
A.30 protein disulfide i|146102742 K.FPAFVVDFER.R (1225.32) electron carrier activity;
isomerase (5.58/51.00 - 5.42/ R.SQVLLTFIDGDQYRPVSR.Q (2092.56) prc_)teln disulfide isomerase activity; 5 9% 1 BH46
oxidoreductase activity
52.76)
A3l gi|146078076 K.LAVNLVPFPR.L (1124.53) nucleotide/nucleoside/nuclecbase binding
R.FPGQLNSDLR.K (1145.42) assembly of protein complexes microtubule
beta tubulin (5.56/49.00 - R.KLAVNLVPFPR.L (1252.63) cytoskeleton 11 314 2 BH46
4.71/50.39) R.INVYFDESTGGR.Y (1356.50)
K.GHYTEGAELIDSVLDVCR.K (2032.80)
putative pyruvate gi|146089026 K.VIAPYNCEDAR.G (1306.80) pyruvate dehydrogenase (acetyl-transferring)
A.33 | dehydrogenase El beta K.LAAEGVQAEVINLR.S (1482.02) activity; 7 144 1 BH46
subunit (5.44/48.00 - 5.64/ Oxidoreductase.
38.44)
A.36 putative translation elongation gi|146104117 R.LNAQPFVSGFSPSSEDAR.I (1907.97) eukaryotic translation elongation factor 1
factor 1-beta (4.60/41.00 - RIFNEMFCSNVRVIQWVAR M (2125.59 Sr?;\rr?sﬁg(o;n elongation factor activit 17 92 T BH46
4.61/ 23.22) g Y-
A.38 beta tubulin (4.83/41.00 - gi|146078076 K.LAVNLVPFPR.L (1124.78) nucleotide/nucleoside/nucleobase binding
: : R.FPGQLNSDLR.K (1145.71) assembly of protein complexes microtubule 14 455 T BH46

4.71/ 50.39)

R.KLAVNLVPFPR.L (1252.88)

cytoskeleton
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R.INVYFDESTGGR.Y (1352.76)
R.INVYFDESTGGR.Y (1356.76)
R.AVLMDLEPGTMDSVR.A (1632.88)
K.GHYTEGAELIDSVLDVCR.K (2032.87)

A39

beta tubulin (4.93/41.00

gi[146078076

R.FPGQLNSDLR.K (1145.80)
R.FPGQLNSDLR.K (1146.79)
R.INVYFDESTGGR.Y (1356.88)

nucleotide/nucleoside/nuclecbase binding
assembly of protein complexes microtubule
cytoskeleton

4.71/50.39) K.GHYTEGAELIDSVLDVCR K (2032.99) 9 256 T BH46
gi|146086185 R.INVYFDESTGGR.Y (1356.88) nucleotide/nucleoside/nucleobase binding
. K.GHYTEGAELIDSVLDVCR.K (2032.99) assembly of protein complexes microtubule
A.39 ge;j/ St(‘)’g‘i')'” (4.93/41.00 R.FPGQLNSDLR.K (1145.80) cytoskeleton 9 254 1 BH46
' ' R.FPGQLNSDLR.K (1146.79)
gi|339897551 R.LIGQVVSSLTASLR.F (1442.80) GTPase activity;
. R.SLDIERPSYTNVNR.L (1662.84) GTP binding;
Ao | alpha tubulin(5.23/43.00 R.CIFLDLEPTVVDEVR.T (1803.87) structural molecule activity: 8 185 1 BH46
5.08/ 54.94) : . :
major constituent of microtubules.
gi|339897551 R.QLFNPEQLVSGK.E (1358.79) GTPase activity;
. R.SLDIERPSYTNVNR.L (1663.01) GTP binding;
Aag | alpha tubulin (5.18/39.00 R.CIFLDLEPTVVDEVR.T (1804.13) structural molecule activity: 8 209 1 BH46
5.08/54.94) . . .
major constituent of microtubules.
gi|339897551 R.SLDIERPSYTNVNR.L (1662.78) GTPase activity;
. R.CIFLDLEPTVVDEVR.T (1803.90) GTP binding;
Aa7 | alpha tubulin (5.18/38.00 structural molecule activity; 5 128 T BH46
5.08/54.94) . . .
major constituent of microtubules.
putative IgE-dependent gi|146088052 R.KVFQTNAAAFVK.K (1322.67)
A5z | histamine-releasing factor 7 51 T BH46
: (4.29/33.00 - 4.39/19.60)
Peroxidoxin  (5.20/34.00 gi|146086967 R.HSTINDLPVGR.N (1207.61) antioxidant activity;
A.56 6.43/25.58) R.DYGVLIEESGIALR.G (1533.80) peroxiredoxin activity 11 119 1 BH46
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gi[146086967

R.HSTINDLPVGR.N (1207.72)
R.DYGVLIEESGIALR.G (1533.94)

antioxidant activity;
peroxiredoxin activity

A57 | Peroxidoxin (5.42/34.00 - R.EAAPQFSGQAVVNGAIK.D (1686.97) 29 253 2 BH46
6.43/25.58) K.LNTQVVAVSCDSVYSHLAWVNTPR.K
(2715.63)
gi|146078076 R.VGEQFTGMFR.R (1170.51) nucleotide/nucleoside/nucleobase binding
R.RVGEQFTGMFR.R (1326.59) assembly of protein complexes microtubule
A.62 . ) K.NSSYFIEWIPNNIK.S (1723.69) cytoskeleton
ge;i/Séugg;'” (4.83/30.00 K.MSVTFIGNNTCIQEMFR.R + Oxidation (M) 9 205 T BH46
' ' (2063.78)
gi|146081837 K.ECVQSGQFR.L (1109.54) ribonucleoprotein complex;
putative ribonucleoprotein K.VKPNEESWTWVLK.E (1614.86) nucleic acid binding.
A.63 | pl8, mitochondrial R.YYDEAGEVLVNMNVK.N + Oxidation (M)
precursor (5.83/28.00 - (1752.96) 28 178 T BH46
6.74/21.64) K.EHPSTLAQQQSLFDIK.I (1840.98)
gi|339897551 R.QLFNPEQLVSGK.E + GIn->pyro-Glu (N- | GTPase activity;
. ) term Q) (1341.75) GTP binding;
A.65 2'82‘75 4“52;"'” (4.91/20.00 R.QLFNPEQLVSGK.E (1358.78) structural molecule activity: 5 156 1 BH46
' ' R.CIFLDLEPTVVDEVR.T (1804.07) major constituent of microtubules.
gi|146093061 K.MPWLSIPFEK.R + Oxidation (M) (1262.94)
- Tryparedoxin  (5.38/20.00 - R.HALTQDPEGEQFPWR.D (1811.21) . o N s
' 5.24/16.80)
gi|146070754 K.VYFDVMIDSEPLGR.I (1640.14) protein folding;
A.68 cyclophilin 2 (6.74/22.00 - peptidyl-prolyl cis-trans isomerase activity; 7 51 2 BH46
6.51/20.46) protein peptidyl-prolyl isomerization;
A70 | Tryparedoxin (5.26/17.00 - | gi[146093061 | K.VESIPTLIGLNADTGDTVTTR.A (2172.58) 1 80 2 BH4G

5.24/16.80)
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Tryparedoxin (5.13/14.00 -

gi[146093061

K.MPWLSIPFEK.R + Oxidation (M) (1266.74)

AT71 R.HALTQDPEGEQFPWR.D (1810.11

5.24/16.80) Q Q ( ) 17 86 T BH46
AT2 0i[146084262 R.KDDPPHWFGELR.T (1495.82)

conserved hypothetical protein

(5.56/13.00 - 5.53/13.38) 10 67 T BH46

100



