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RESUMO

A leishmaniose € uma antropozoonose que possui diferentes manifestacdes
clinicas, sendo transmitida durante o repasto sanguineo de flebotomineos e causada
por varias espécies de parasitos do género Leishmania. Esta doenca causa grandes
agravos na saude humana em escala global, com altas taxas de mortalidade
anualmente. IniUmeros fatores de risco impulsionam a transmisséo do parasito para
areas anteriormente ndo endémicas provocados tanto pelo ser humano quanto por
variacfes naturais do ambiente. O controle da leishmaniose visceral (LV) no Brasil se
faz por meio da detec¢cdo e eliminacdo dos reservatérios da doenca, controle das
populacdes de vetor, prevencédo do contato com vetores infectados e tratamento dos
casos humanos. No entanto, essas medidas sédo aplicadas frequentemente de forma
isolada e tem-se mostrado limitadas. Como consequéncia, observa-se a manutencao
ou mesmo expansao da LV para areas onde sua ocorréncia nao era registrada. Nesse
contexto, medidas que visem a reducdo da transmissao e suas aplicacdes de forma
integrada sao de fundamental importancia, tais como o diagndstico precoce e com alta
sensibilidade dos humanos e dos caes infectados, tratamento eficaz e 0 emprego de
vacinas. O diagndstico tradicional da LV é baseado na presenca de anticorpos anti-
Leishmania e o padrao-ouro € a visualizacdo de formas amastigotas do parasito em
amostras biolégicas. No entanto, a introducéo da vacinagédo de cdes nos ultimos anos
gera a necessidade de novos métodos sorolégicos capazes de diferenciar entre
animais vacinados e infectados. Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a
metalo-peptidase zinco dependente, Cla ME, Familia M16 secretada de L. infantum
como marcador para diagnostico sorolégico de LV. A andlise in silico revelou que a
proteina teria 47,35% de residuos de aminoacidos expondo sua superficie ao solvente
e nestas areas foram encontradas possiveis zonas para epitopos de células B, sitios
de glicosilacdo e fosforilagdo. A expressao das proteinas em sistemas diferentes
possibilitou avaliar a imunogenicidade das proteinas heterélogas com e sem
modificagdes pos-traducionais contra soro de cdes infectados e sadios. O resultado
do ensaio de ELISA mostrou altos indices de anticorpos especificos contra as
proteinas heterdlogas e a comparacdo dos resultados indicou que a proteina
heteréloga expressa em modelo procarioto identificou todos os animais infectados nas
diluicdes 1:50 e 1:100 de soro. Os dados estatisticos do teste t mostraram p value <
0.01, dando credibilidade na hipétese de uso desta proteina em possivel diagnéstico

para LV. O estudo realizado apresenta informacgdes relevantes sobre 0 uso da metalo-



peptidase estudada para que possa ser associada ao melhoramento do diagnéstico

da LV. Testes para definicdo da sensibilidade e especifidade fazem-se necessarios

em futuros trabalhos.

Palavras chave: Leishmania, leishmaniose, metalo-peptidase, proteina heterdéloga,

diagnéstico.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a anthropozoonosis with different clinical manifestations, being
transmitted by sandfly during blood feeding and caused by several species of parasites of
the genus Leishmania. This disease causes major health problems on a global scale, with
high mortality rates annually. Several risk factors drive the transmission of the parasite to
areas not previously endemic due to man activities and by natural environmental
variations. Control of visceral leishmaniasis (VL) in Brazil is made through the detection
and elimination of disease reservoirs, control of vector populations, preventing contact with
infected vectors and treatment of human cases. However, these measures are often
applied in isolation and has shown limited efficacy. As a result, there is the maintenance
or expansion of the VL to areas where their occurrence was not recorded. In this context,
measures aimed to reduce transmission and its applications in an integrated manner are
of fundamental importance, such as early diagnosis with high sensitivity of humans and
infected dogs, effective treatment and the use of vaccines. Traditional diagnosis of VL is
based on the presence of anti-Leishmania antibodies and the gold standard is the
visualization of amastigote forms of the parasite in biological samples. However, the
introduction of vaccination of dogs in recent years creates the need for new serological
methods able to differentiate between vaccinated and infected animals. The objective of
this study was to evaluate the metallo-peptidase zinc dependent Clan ME, M16 Family,
secreted from L. infantum, as a marker for serological diagnosis of VL. In silico analysis
revealed that the protein had 47.35% of amino acid residues exposed to the solvent,
exhibiting on your surface areas for possible B cell epitopes, glycosylation and
phosphorylation sites. The expression of proteins in different systems allowed to assess
the immunogenicity of the heterologous proteins, with and without post-translational
modifications, against sera from infected and healthy dogs. The results of the ELISA assay
showed high levels of specific antibodies against heterologous proteins and the
comparison of the results shows that heterologous protein expressed in a prokaryotic
model was able to differentiate all infected animals at dilutions 1:50 and 1: 100 serum.
Statistical analysis emphasize the potential of this protein to be used in diagnosis for VL.
The study presents relevant information on the use of metallo-peptidase studied so it can
be associated with the improvement of the diagnosis of VL. Tests to define the sensitivity

and specificity are made necessary in future work.

Keywords: Leishmania, leishmaniasis, metallo-peptidase, heterologous protein,
diagnosis.
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1. INTRODUCAO

1.1. Leishmaniose

As leishmanioses sdo um conjunto de doengas que acometem animais e
humanos (antropozoondticas) e causam diferentes manifestacdes clinicas causadas
por parasitos protozoarios intracelulares do género Leishmania. Estas doencas
acometem 98 paises em cinco continentes - Africa, Asia, Europa e Américas —
principalmente nas regides tropicais e subtropicais (Smith e Peacock, 2007; Bhargava
e Singh, 2012; WHO, 2016). Estima-se que pelo menos 20 espécies de Leishmania
causem doencas em humanos, sendo transmitidas por inoculacdo durante o repasto
sanguineo de fémeas infectadas de insetos do género Lutzomyia ou Phlebotomus
(Ashford, 2000; Bhargava e Singh, 2012; Junior e cols, 2014).

Um dos primeiros relatos clinicos sobre a leishmaniose data do ano de 1756,
guando Alexander Russell descreveu os primeiros sinais clinicos da doenca e a
chamou de febre de Aleppo (Hide e cols, 2007; Dawit e cols, 2013). Os primeiros
estudos relacionados com o parasito datam do final do século XIX com a publicacéo
feita em 1885 por Cunningham sobre a morfologia de estranhos corpos encontrados
em orgaos linfoides (Writh,1904) formas descritas hoje como amastigotas. Na virada
do século XIX, muitos pesquisadores, de maneira independente, estavam envolvidos
na pesquisa do parasito que causa a leishmaniose (WHO 2010).

No ano de 1900, William Leishman encontrou o parasito em material de
necropsia de esfregaco do baco de um soldado que faleceu na Inglaterra de febre
Dum-Dum contraida em Calcuta e considerou-o uma forma evolutiva de
tripanossomatideo, relatando sua descoberta em 1903 (Leishman, 1903; Pai-Dhungat
e Parikh, 2015). No mesmo ano, Charles Donovan relatou um organismo semelhante
encontrado em puncao de baco de um menino indiano com Kala-azar em Madras.
Com isso, Leishman dividiu a descoberta com Donovan e essas formas parasitarias
ficaram conhecidas como corpusculos Leishman-Donovan (Pai-Dhungat e Parikh,
2015). Ronald Ross sugeriu ho mesmo ano a alteracdo do nome dado a esses
organismos por Laveran e Mesnil, em 1903, de Piroplasma donovani para Leishmania
donovani por pertencerem a um novo género (Ross, 1903; Pai-Dhungat e Parikh,
2015).



Rogers mostrou que as formas flageladas se desenvolviam em culturas, e
Adler e Ber demonstraram que formas promastigotas de Leishmania major
desenvolviam-se em flebotomineos do género Phlebotomus e que a picada do inseto

transmitia a doenca ao homem (Rogers, 1904 Adler e Ber 1941).

1.2. Epidemiologia

As leishmanioses sdo doencas negligenciadas que acometem principalmente
regides tropicais e possuem diferentes formas clinicas, sendo classificadas de modo
geral como: leishmaniose visceral (LV), comumente referida como Calazar, e
leishmaniose tegumentar (LT). Estas doencas causam problemas na saude humana
em escala global com uma estimativa de 350 milhdes de individuos em risco de
contrair leishmanioses e com aproximadamente 20 milhdes de pessoas infectadas no
mundo. Sao estimados 1,3 milhdes de novos casos a cada ano, dos quais 1 milhdo
da forma tegumentar e 0,3 milhdes da forma visceral da doenca com um indice de
mortalidade entre 20.000 e 40.000 mortes por ano. (Wijeyaratne e cols, 1994;
Bhargava e Singh, 2012; Duthie e cols, 2012; WHO, 2016).

No Brasil, a LV e LT inicialmente tinham um carater eminentemente rural,
contudo, vieram se expandindo para as areas urbanas de médio e grande porte (MDS,
2007;2014). Alguns fatores de risco para o aumento de casos podem ser provocados
pelo ser humano como, por exemplo, migracdo, deflorestacdo, urbanizacdo ou por
mudancas na suscetibilidade do hospedeiro a infeccédo que podem ocorrer em casos
de imunodepressdo e subnutricdo. Contudo, outros fatores estdo associados a
mudancas ambientais sem interferéncia do ser humano, estas altera¢des incluem
mudancas na temperatura, precipitacdo e umidade que podem ter fortes efeitos sobre
vetores e reservatorios, alterando sua distribuicdo, sobrevivéncia e o tamanho da
populagao (Ashford, 2000; WHO 2016). Variacdes de origem natural podem ainda ter
efeito sobre o ciclo de desenvolvimento de formas promastigota de Leishmania em
flebotomineos, as quais permitiriam a transmisséo do parasito em areas anteriormente
nao endémicas para a doenca (Ashford, 2000).

Segundo o Ministério da Saude (MDS), o numero de casos registrados de LT
no Brasil, entre os anos 1985-2005, apontaram uma média anual de 25.568 casos. Os

casos de LV notificados, entre os anos 1984-2002, somaram 48.455 casos. A maioria



dos casos de leishmaniose foram oriundos das regides Norte e Nordeste do pais
(MDS, 2007;2014).

No Distrito Federal (DF) ha evidéncias de transmissao autéctone de LT desde
1980, quando o primeiro caso em crianga de 2 anos foi relatado. De acordo com os
dados do Ministério da Saude, o numero de casos de LT notificados, entre os anos de
2004-2014, somaram 397 casos humanos (MDS, 2016a). Os casos relatados de LV,
durante os anos de 2004-2014, apontaram 68 casos em humanos e cerca de 590
casos positivos em cées notificados no ano de 2013 (Herenio e cols, 2014; MDS,
2016D).

1.3. Manifestacdes Clinicas
1.3.1 Leishmaniose Tegumentar (LT)

A LT, também conhecida como leishmaniose dermotrépica/mucotropica,
caracteriza-se por afetar principalmente a estrutura da pele e, excepcionalmente, das
mucosas das vias aéreas superiores, sendo reconhecidas clinicamente: a
leishmaniose cutanea localizada (LC), da qual pode evoluir para leishmaniose cutanea
disseminada (LCLD), leishmaniose cutéanea difusa (LCD) e leishmaniose mucosa (LM)
(Altamirano-Enciso e cols 2003; Desjeux, 2004; Hashiguchi e cols, 2016).

1.3.1.1 Leishmaniose Cutaneo Localizada (LC)

A LC (Figura 1A), também conhecida como botdo do oriente, manifesta-se
normalmente nas regides da face, bracos, maos e pernas por serem areas expostas
e acessiveis ao flebotomineo. As leishmanias multiplicam-se nos macrofagos dermais
proximos a area da picada feita pelo flebotomineo, a lesé&o aparece inicialmente como
uma persisténcia da picada do inseto e gradualmente aumentam o tamanho, tomando
uma coloracdo avermelhada, mas sem dor ou calor notaveis na mesma (Ashford,
2000; Davidson, 2005; Neuber, 2008; Bhargava e Singh, 2010). A resolucéo da lesao
envolve a imigragéo de leucdcitos, os quais isolam a area infectada, levando a necrose
dos tecidos parasitados e a formag¢do de um granuloma de cicatrizagdo na superficie
da lesdo, assemelhando a um botdo (Ashford, 2000; Bhargava e Singh, 2012). O
tamanho da lesdo e sua extensdo e padrdo variam de acordo com a espécies do
parasito, de fatores genéticos do hospedeiro e da extenséo da resposta imune. A cura
espontanea da LC pode variar de 6-12 meses com sequelas resultantes do processo
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imunoldgico que variam desde cicatrizes até a desfiguracdo da area (Neuber, 2008;
Pace, 2014).

Figura 1: Sinais clinicos da leishmaniose. A Lesao caracteristica de LC. B Lesdes caracteristicas
de LCD. C Leséo caracteristicas der LM (evidenciada pela seta). D LV, sinais de hepatoespenomegalia.
Fonte: Adaptado de Bifeld e Clos, 2015.

Esse tipo de leishmaniose é causado comumente pelas espécies Leishmania
tropica, L. major, L. aethiopica, L. mexicana, L. amazonensis, L. panamensis, L.
guyanensis, L. peruviana e L. braziliensis, mas podem ser causadas por outras
espécies de Leishmania que infectem humanos, sendo esta encontrada em varios

paises do mundo (Figura 2) (Bhargava e Singh, 2012).
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Figura 2: Areas endémicas da leishmaniose cutanea no mundo. A Organizagdo Mundial da Satde
aponta paises como zonas endémicas de LC, com numerosos casos reportados. Adaptado de WHO,
2016

1.3.1.2 Leishmaniose Mucosa (LM)

A LM ocorre, na maioria dos casos, apoés a lesao inicial da forma LC, onde as
formas parasitarias de Leishmania encontradas nas lesGes cutaneas podem ser
disseminadas por vias linfaticas ou sanguineas ao longo de meses ou anos apoés a
aparente resolucao da leséo inicial para regides muco-cutaneas do corpo (Figura 1C),
comumente mucosas oronasais ou faringeas (Ebrahm, 2000; Davidson, 2005; Fsadni
e cols, 2007; Goto e Lindoso, 2010; Pace, 2014). A doenca espalha-se, ao longo dos
anos, de forma imprevisivel para regides da nasofaringe, palato, Gvula, laringe e vias
aéreas superiores e sua manifestacdo comprometem a funcéo das areas afetadas. Ao
contrario da LC, as lesdes decorridas da LM ndo se curam espontaneamente e geram
mutilacdo dos tecidos ou sua destruicdo (Goto e Lindoso, 2010; Pace, 2014). Esta



enfermidade esta correlacionada as formas parasitarias pertencentes ao complexo

Leishmania braziliensis.

1.3.1.3 Leishmaniose Cutaneo-Disseminada (LCLD) Bordeline

A leishmaniose cutaneo-disseminada bordeline foi clinicamente descrita por
Silveira (2004) a qual caracterizou sua patogenicidade em dois extremos, um polo de
hipersensibilidade e um polo de hiposensibilidade. A doenga é considerada uma forma
indeterminada entre LC e LCD, possuindo um processo de disseminacgao rapido, que
em poucos meses, uma centena de papulas (lesbes acneiformes) e/ou lesbes
cutaneas ulceradas podem ocorrer, essas lesdes sdo dependentes das espécies que

as causam (Silveira, 2004; Hashiguchi e cols, 2016).

1.3.1.3 Leishmaniose Cutaneo Difusa (LCD)

A LCD é manifestada, geralmente, através da acdo de parasitos que
normalmente causam a LC, formas amastigotas que persistem no tecido por anos,
gue podem estar associados a anergia ou falta de resposta imunolégica (Ashford,
2000). As lesdes afetam somente a pele, iniciando-se como uma papula nao ulcerativa
no local da inoculagéo (Figura 1B), entretanto, surgindo outras lesbes semelhantes
decorrentes da disseminagédo via sanguinea (Alrajhi 2003, WHO, 2016). E causada
principalmente pela L. aethiopica na Africa e L. amazonensis na América do Sul e
Central (Davidson, 2005). A leishmaniose dermal pés-calazar € uma forma de LCD
gue surge como sequela da leishmaniose visceral e que pode ocorrer ap6s anos em
individuos néo-tratados, parcialmente tratados e em individuos considerados
adequadamente tratados. (Rathi e cols, 2005, WHO, 2016).

1.3.2. Leishmaniose Visceral (LV)

A LV é comumente conhecida como calazar, nome derivado de kala-azar,
oriundo da India, é a forma mais severa das leishmanioses sendo uma doenca
conhecida pelo viscerotropismo do parasito ao figado (Figura 1D), baco e medula
0ssea (Chappuis e cols, 2007; Clem, 2010). Na maioria dos casos, cerca de 90%, 0s
individuos infectados sdo oriundos ou vivem em paises endémicos, como: india
(especialmente Bihar), Bangladesh, Nepal, Brasil (norte e nordeste) e Sudao (WHO,
2016) (Figura 3). No Brasil, a VL esta presente nas cinco regides, em 21 estados.
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Dados do Ministério da Saude reportam aproximadamente 2 a 3 mil novos casos por
ano (Madalosso e cols, 2012).

A LV é causada, principalmente, pelas espécies de Leishmania donovani na
india e na Africa, pela Leishmania infantum (sinénimo de L. chagasi) no Mediterraneo,
na China, na Europa, Africa (Norte), no continente americano, principalmente, no
Brasil (Figura 3) (Pereira e cols, 2013; Silva Junior e cols, 2014, Das e cols, 2015).
Contudo, algumas espécies de Leishmania responsaveis por causar leishmaniose
visceral podem, também, causar LC. A LV € uma enfermidade crbnica caracterizada
pelos sintomas de febre, anemia, anorexia, deficiéncia de elementos celulares do
sangue e hepatoesplenomegalia (Figura 2D) que, se nao tratada adequadamente

apos o surgimento dos primeiros sintomas, pode levar o individuo ao 6bito (Dayakar
e cols, 2011; Silva Junior e cols, 2014).
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Figura 3: Areas endémicas da Ieishmaniqse visceral no mundo. Dados da Organizacdo Mundial
de Saude apontam o Brasil, Etiépia, Sudao, India e Bangladesh como paises endémicos de LV, com
casos reportados sendo superiores ou iguais a 1000. Adaptado de WHO (2016).

Este tipo de doenca esta emergindo como uma importante infec¢cao oportunista

entre os individuos com infeccdo pelo HIV. Como esperado, o parasito ndo se
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comporta de uma forma classica em hospedeiros imunossuprimidos, e a doenga pode
ocorrer em locais incomuns como intestino, pulmdes e sistema nervoso central
(Ebrahm, 2000; WHO, 2016).

1.4. Agente Etiolégico e Morfologia

Os parasitos do género de Leishmania sao pertencentes ao reino Protista, sub-
reino  Protozoa, filo Sarcomastigophora, sub-filo Mastigophora, classe
Zoomastigophora, ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, sessao Salivaria,
género Leishmania e, ainda, sao divididos em dois subgéneros: Leishmania e Viannia
(Lee, 2000; Lainson, 2010). Os parasitos que compde o0 género Leishmania sao
similares morfologicamente apresentando formas amastigotas (flagelo néo
exteriorizado) e promastigota (flagelo exteriorizado) (Sehgal e cols, 2012). A forma
promastigota é alongada com aparéncia fusiforme, mede de 12 a 20 ym e apresenta
um flagelo livre e longo, emergindo do corpo do parasito na sua por¢ao anterior. Esta
forma desenvolve-se no interior do intestino do inseto vetor e é encontrada em
diferentes formas de diferenciacdo (desenvolvimento) até atingir a forma infectante,
conhecida como promastigota metaciclico (Waller e Mcconville, 2002; Ferreira, 2012;
Dawit e cols, 2012). A outra forma é conhecida como amastigota e caracteriza-se pelo
aspecto oval ou esférico a microscopia Optica, mede cerca de 4 a 6 ym e comporta-
se como parasito intracelular obrigatorio de fagocitos do hospedeiro vertebrado

(Waller e Mcconville, 2002; Zappacosta e cols, 2010; Sehgal e cols, 2012).
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Figura 4: Agente etiolégico da leishmaniose. A Formas promastigotas de Leishmania sp corados
com Giemsa e observados com objetiva de 100X, destacando k = cinetoplasto. B Macréfagos oriundos
de modelo murino infectados por L. major. k = cinetoplasto e n = nlcleo do parasito. Adaptado de Bifeld
e Clos (2015).



1.5. Classificagdo Taxondmica

Varios sistemas de classificacdes foram usados entre os anos de 1916 e 1987
para classificar o género Leishmania. Estes sistemas culminaram na diviséo do
género Leishmania em dois subgéneros: Leishmania, presente no Velho e Novo
Mundo, e Viannia, restrito ao Novo Mundo (Lainson, 2010). A classificagdo das
espécies de Leishmania nos subgéneros foi realizada de acordo com o
desenvolvimento do parasito no sistema digestério do hospedeiro invertebrado
durante seu ciclo de vida (Figura 5). O subgénero Leishmania (Leishamania)
compreende 0s parasitos que tem seu ciclo de vida limitada ao intestino médio e
intestino anterior (desenvolvimento suprapilariano) do inseto hospedeiro (Ross, 1903,
Laison, 2014). O subgénero Viannia é caraterizado pelos parasitos que tem seu
desenvolvimento tanto na regido do intestino médio e do intestino posterior

(desenvolvimento peripilariano) (Lainson, 2010; WHO, 2010).
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Figura 5: Classificagdo das espécies de Leishmania conforme seu padrdo de desenvolvimento no
hospedeiro invertebrado.

Secdo HIPOPILARIANO: O desenvolvimento destes parasitos, encontrados apenas em lagartos do
Velho Mundo, é restrita ao intestino posterior do inseto vetor. Transmissdo via ingestdo de insetos
infectados por lagartos.

Secao PERIPILARIANO: Desenvolvimento do intestino posterior € mantido, mas parasitos também
migram para o intestino médio. A transmisséo ocorre pela picada inseto vetor infectado. Encontrado
em alguns lagartos do Velho Mundo. Também inclui espécies de parasitos Leishmania dentro do
subgénero Viannia, que séo restritos aos mamiferos do Novo Mundo.



Secdo SUPRAPILARIANO: O desenvolvimento do parasito € restrito ao intestino médio e intestino
anterior. A transmisséo ocorre pela picada do inseto vetor infectado. Encontrado em mamiferos tanto
do Velho Mundo e do Novo Mundo.

Fonte: Adaptado de Laison 2014.

O ponto de partida para a atual classificacdo ocorreu no inicio de 1970 com o
desenvolvimento da eletroforese de isoenzimas, a qual décadas mais tarde tornou-se
padrdo ouro para identificacdo e ainda permanece como uma técnica de referéncia
para caracterizacdo de parasitos (Akhoundi e cols, 2016). Entretanto, a variacdo
enzimatica de um determinado locus pode ser interpretada como uma mutacdo que
ocorreu durante a evolugdao do parasito. Subsequentemente, as classificagdes
filogenéticas revelaram relacbes parentais entre as diferentes espécies de
Leishmania, tal como foi confirmado pelo uso de varios marcadores moleculares
(Lainson, 2010; Akhoundi e cols, 2016).

Em concluséo, os dados moleculares ndo condizem com o conceito de
complexos de espécies estabelecidos por Laison e Shaw, sugerindo que a
classificacdo seja revista. O continuo sequenciamento de genomas de Leishmanias e
a andlise de SNP (polimorfismo de nucleotideo Unico), bem como analises mais
profundas por tipagem de mutilocus por micro-satélites poder&do contribuir para uma

melhor classifificacdo do género Leishmania (Akhoundi e cols, 2016).

1.6. Ciclo de Vida e Transmissao

As leishmanias apresentam um ciclo de vida complexo, envolvendo passagem
entre hospedeiro invertebrado e vertebrado (Bafiuls e cols, 2007). O ciclo de vida
inicia-se quando a fémea do inseto-vetor parasitada realiza o repasto sanguineo em
um hospedeiro mamifero injetando formas infectantes do parasito (Figura 6) estas
formas parasitarias néo realizam divisao binaria e sdo denominadas de promastigotas
metaciclicas (Gossage e cols, 2003). As formas infectantes sédo fagocitadas
rapidamente por varios tipos de células como, por exemplo, neutrofilos, macréfagos
residentes nos tecidos, células dendriticas ou outras células mononucleadas. Dentro
da célula hospedeira, os parasitos realizam uma mudanca de forma de promastigota
metaciclico para amastigota (Sehgal e cols, 2012). Esses amastigotas replicam-se

dentro das células hospedeiras e, ap0s sucessivas replicacbes, as ceélulas
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hospedeiras sdo rompidas liberando as formas amastigotas, permitindo a reinfecgao
dos fagacitos. O ciclo se completa quando fagocitos infectados sao ingeridos por outro
flebotomineo durante repasto o sanguineo e, em seguida, as formas amastigotas
convertem-se em promastigotas no intestino médio do hospedeiro invertebrado
(Waller e Mcconville, 2002; Sehgal e cols, 2012).
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Figura 6: Ciclo de vida da Leishmania no homem. Fonte: Foto retirada de CDC, 2016.

1.7. Diagndstico

A complexidade e a variedade de sintomas da leishmaniose juntamente com
a presenca de individuos assintomaticos requerem um diagnéstico baseado na
relacéo estrita dos resultados de testes laboratoriais em conjunto com dados clinicos
e epidemioldgicos (Grimaldi e Tesh, 1993; Boarino e cols, 2007; Goto e Lindoso, 2010;
WHO, 2016). No entanto, um diagndstico definitivo da doenca exige a demonstracao

do parasito por meio de métodos de diagnostico laboratorial, este pode ser realizado
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de diferentes maneiras, tais como: (I) demonstracdo do parasito nos tecidos de
relevancia por histopatologia, cultura in vitro, ou inoculagcdo em animal experimental;
(I) deteccdo de DNA do parasito em amostras de tecido; ou (Ill) imunodiagnéstico
por deteccdo de antigeno do parasito em amostras de tecido, sangue, ou urina, por
deteccdo de anticorpos especificos ou inespecificos anti-Leishmania , ou por ensaio
de imunidade mediada por células Leishmania-especificas (Pereira, 2013; Sakkas e
cols, 2016). Entretanto, alguns métodos necessitam de condicbes especiais para
serem realizados, os quais limitam a escolha do método em laboratérios de rotina
(Sousa e cols, 2013; CDC, 2016).

1.7.1. Demostracdo do parasito por histopatologia, cultura in vitro e inoculacdo em
animal experimental

A maioria dos métodos baseados na busca microscopica do agente etiologico,
pela cultura do parasito ou pela inoculagdo em modelo animal experimental
apresentam, relativamente, baixa sensibilidade e n&do identificam a espécie infectante
(Tsukayama e cols 2013, de Ruiter e cols, 2014). A pesquisa direta do parasito e a
histopatologia sdo considerados métodos com alta especifidade, mas com baixa
sensibilidade devido a distribuicdo ndo homogénea dos parasitos nos tecidos e ainda
necessitam de profissionais experientes para coletar e preparar a amostra e avaliar a
lamina (Sousa e cols, 2013, Tsukayama e cols, 2013). Os métodos de inoculacdo em
animais e cultura do parasito podem ser utilizados, porém, a inoculagdo em animais
susceptiveis ndo tem valor pratico no diagnostico da doenca devido ao seu tempo de
positividade, que varia de 1-3 meses (MDS, 2006). J4 a cultura do parasito estara
sujeita a possibilidades de contaminacdo além das dificuldades de crescimento do
parasito (MDS, 2006; Sarkari e cols, 2014).

1.7.2. Diagnostico molecular

O diagndstico molecular é realiado usando comumente o método de PCR,
baseando-se na deteccdo do DNA do cinetoplasto (kDNA) do pasito presente em
sangue periférico, fragmentos de lesdes e de medula 6ssea, por meio do uso de
primers especificos que apresentam elevadas sensibilidade e especificidade (Singh e
Sundar, 2006). Porém, esse método necessita de ferramentas e reagentes especificos

de alto custo para detectar determinado gene-alvo, para extracdo do DNA do material
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biol6gico, que por muitas vezes, limitam sua aplicacdo em laboratorios de rotina
(Almeida e cols, 2013).

1.7.3. Diagnéstico sorolégico

Métodos de diagndéstico com base na resposta imune do hospedeiro sao de
extrema importancia para auxiliar na elaboracéo do diagnéstico (Sousa e cols, 2013).
A facilidade da padronizacdo dos imunoensaios, da obtencdo do material biolégico
(soro) do paciente e a disponibilidade de kits comerciais permitem uma facil execucéo
das técnicas a baixos custos. O ensaio de Imunoabsorbancia enzimatica (do inglés
enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA) permite revelar imunocomplexos pela
adicdo de um substrato cromdgeno que reagird com uma enzima covalentemente
ligada a um anticorpo especifico, formando um produto colorido cujo grau de coloracéo
pode ser medida por espectrofotometria (Pereira, 2013).

O ELISA é usualmente aplicado para diagnosticar leishmaniose visceral (LV),
apresentando maior sensibilidade para LV comparada a leishmaniose tegumentar (LT)
(Goto e Lindoso, 2010; WHO, 2016). Os antigenos usados comumente para
diagnéstico de leishmaniose no ELISA sao os antigenos sollaveis de Leishmania (do
inglés Soluble Leishmania Antigens - SLA), contudo, mesmo que as técnicas de
imunodiagnostico que utilizam SLA apresentem alta sensibilidade, h& problemas em
sua especificidade, tais como: ndo conseguir distinguir a espécie de Leishmania e,
comumente, esta relacionado a reac¢des cruzadas contra outros tripanosomatideos ou
resultados falso positivos em caes vacinados (Sousa e cols, 2013; de Ruiter e cols,
2014). Uma das alternativas para minimizar reacdes cruzadas e aumentar a
sensibilidade e especifidade dos métodos de imunodiagnéstico é baseado no uso de
proteinas recombinantes de Leishmania (Sousa e cols, 2013).

Proteinas recombinantes de Leishamania tornaram-se alvos disponiveis para
o diagnéstico sorolégico, aumentando sua sensibilidade, espercificidade e com facil
padronizacdo. Diversas proteinas recombinantes, entre elas k39, KMPII,
Peroxidoxinas, LACK, histonas nucleossomais (H2A, H2B, H3 e H4) e proteinas de
choque térmico (HSP60, 70 e 83) foram testadas para diagnéstico de leishmaniose e
obtiveram resultados promissores para o desenvilvimento de kits de diagndstico
(Menezes-Sousa e cols, 2015). Contudo, a escolha do antigeno alvo é crucial para

evitar reacdes cruzadas com outros organismos que apresentem proteinas ortélogas.

13



A analise in silico da proteina alvo deve ser realizada previamente objetivando
verificar: I) proteinas ortdlogas; Il) possiveis regides de epitopos de células B; Ill)
possiveis modificacbes pos-traducionais. Depois de coletados e anélisados esses
dados, o antigeno alvo poderé ser testado in vitro (Carvalho e cols, 2011; Menezes-
Sousa e cols 2015).

A andlise de proteinas ortélogas podem indicar se uma proteina podera
apresentar reacdes cruzadas em testes sorolégicos, devido a preservacado de areas
com potencial antigénico que possam estimular o sistema imune ou quando feita para
verificar se uma proteina do parasito possui ortologia com humanos ou caes, podera
haver a producéo de clones autoreativos que poderédo ser eliminados por mecanismos
regulatorios do sistema imune (Carvalho e cols, 2011). A procura por possiveis alvos
para diagnostico deve levar em contar o quao imunogénico possa ser o0 antigeno afim
de estimular o sistema imune que pode ter um efeito aumentado/dimunuido quando
presente em sitios de glicosilacdes e fosforilacbes (Johnson L. N, 2009; Carvalho e
cols, 2011; Chauhan e cols, 2013).

1.8. Interagao parasito-hospedeiro

A coevolucdo dos hospedeiros e agentes patogénicos levou tanto ao
desenvolvimento do sistema imune eucariético para, entre outras funcdes, eliminar
microrganismos invasores quanto a evolu¢cdo de mecanismos especificos para os
patdgenos adentrarem as células eucaribticas contrariando as defesas do hospedeiro
(Escoll e cols, 2015). Todos os hospedeiros mamiferos sédo alvos de infeccédo por
virus, bactérias, fungos e outras formas de patégenos. A relacéo parasito-hospedeiro
€ o fator mais importante para determinar se a infec¢do sera bem-sucedida ou se sera
resolvida pelo hospedeiro. Varios mecanismos estdo envolvidos nesta interagédo
complexa e aspectos tanto do hospedeiro quanto do parasito sdo essenciais. Alguns
parasitos desenvolveram mecanismos de evaséo, tais como infeccao e replicacao
intracelular, como no caso do género Leishmania e do parasito Trypanosoma cruzi
(Morais e cols, 2015).

O primeiro passo para a interacdo entre 0 hospedeiro e estes parasitos
protozoarios intracelulares é a ligacdo do parasito a célula hospedeira. Estes
protozoarios tém uma variedade de moléculas secretadas ou de superficie que sao

usadas para modular a resposta da célula e, desta maneira, adentrar na célula
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hospedeira. Varias dessas moléculas estdo envolvidas no desencadeamento de vias
especificas de sinalizacdo essenciais para a entrada do parasito e para sua
sobrevivéncia intracelular (Morais e cols, 2015).

Os constituintes presentes na membrana de superficie de promastigotas séo
foco de interesse para entender a modulacdo da resposta da célula hospedeira
(Vergnes e cols, 2002; Spath e cols, 2003), e muitos destes - incluindo glicoproteinas,
proteoglicanos e glicolipidios - foram caracterizados mostrando um papel de protecao
para o parasito (Silverman, 2008). As principais moléculas de superficie/secretadas
de Leishmania que podem participar nessa interacado parasito-hospedeiro incluem:
gp63, as proteases de superficie de promastigotas (PSP), proteofosfoglicanos (PPG)
e proteinas ancoradas por glicofosfatidilinositol (GIPL). Estas moléculas estéo
presentes em grandes quantidades nas formas promastigotas e amastigotas (Vannier-
Santos e cols, 2002; Silverman e cols, 2008).

Apesar do importante potencial de proteinas superficiais/secretadas em
Leishmania spp. durante a infeccao e interagdo com seus hospedeiros, apenas um
pequeno numero destas proteinas de Leishmania sp. foram examinadas e tiveram
suas fungcbes desvendadas na interacdo parasito-hospedeiro (Bates e cols, 1978;
Shakarian e cols, 1998; Sereno e cols, 2005; Silverman e cols 2008;). Com isso, um
grande numero de proteinas secretadas de Leishmania poderiam ser candidatas a
novos alvos de diagndstico soroldgico devido ao fato de estarem sendo liberadas
durante a infeccdo e, assim, esses antigenos poderiam ser reconhecidas e
internalizadas por células B. O antigeno se ligaria a IgM e IgD de membrana em
células B naives, possibilitando que sejam ativadas e, logo, tornariam-se especificas
para dado antigeno que, por consequinte, apresentariam o antigeno internalizado aos
linfocitos T CD4 auxiliares que, por sua vez, estimulariam ou auxiliariam as células B
a produzem anticorpos especificos contra este antigeno (Silverman e cols, 2008;
Abbas e cols, 2011). Dentre as proteinas secretadas de Leishmania, foram
identificadas peptidases que estariam sendo secretadas por vias ndo classicas, em
forma de microvesiculas exossomais, estas proteinas poderiam ser usadas para
desenvolver novos marcadores de diagndéstico para leishmaniose (Peacock e cols,
2007; Silverman e cols, 2008).
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1.9. Proteases secretadas de Leishmania

As enzimas degradativas que catalisam a clivagem de ligacdes peptidicas em
proteinas ou em oligopeptideos sdo conhecidas como proteases. Essas proteinas
proteoliticas desempenham func¢des fisioldgicas, sendo assim, essenciais para o
controle homeostatico de procariotos e eucariotos. Essas enzimas sao referidas por
alguns termos pela comunidade cientifica como protease, peptidase e peptideo
hidrolitico (Santos e cols, 2006; Rani e cols, 2012; Jisha e cols 2013). As proteases
produzidas por tripanosomatideos desempenham fungdes importantes durante a
infeccdo no hospedeiro (especialmente os parasitos T. cruzi e Leishmania spp.) que
incluem a modulacgéo do sistema imune do hospedeiro, invasao, destruicdo de tecidos
do hospedeiro, a migracao do parasito, o crescimento e o desenvolvimento e / ou a
aquisicdo de nutrientes essenciais para a sobrevivéncia e proliferagdo necessarios
para continuar a infecgcdo. Alem disso, as proteases de tripanosomatideos possuem
caracteristicas estruturais incomuns, concedendo-as uma caracteristica de
imunodominancia que as faz se tornar alvos para desenvolvimento de vacinas e
marcadores de diagndstico (Santos e cols, 2006; Vermelho e cols, 2010).

Dentre as proteinas secretadas encontram-se algumas incluidas no Cla das
metalo-peptidases (ME) que nao tiveram seu papel especifico elucidado apos serem
secretadas do parasito e que ndo foram testadas como marcadores de diagnostico

(Peacock e cols, 2007; Silverman e cols, 2008; Silverman e cols, 2010).

1.9.1. Metalo-peptidases

O termo metalo-peptidase engloba exopeptidases (peptidases que atuam
clivando ligag6es pépticas proximo a regido amino terminal — NH2) e endopeptidases
(peptidases que atuam clivando ligacdes peptidas proximas a regido carboxi terminal
- COOH) envolvidas na maioria dos processos bioldgicos, tais como a morfogénese,
a atividade dos peptideos de metabolismo biolégico, os hormdnios, desenvolvimento
e regulacéo do ciclo celular e, também, do metabolismo de antibiéticos (Santos e cols,
2006; Rani e cols, 2012) . As metalo-peptidases necessitam de cofatores, geralmente
fons metalicos, como Zn?*, para calizar a hidrolise de uma ligagcéo peptidica. Essas
proteinas foram classificadas usando os recursos do banco de dados MEROPS
(Rawlings e cols, 2015), que as agrupou em 14 clas diferentes, ou seja, as separou

de acordo com as caracteristicas das enzimas que incluem origem, nomenclarura,
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classificacdo, substratos, sequencias aminoacidicas, estruturas e, também, com a
guantidade de ions cataliticos necessarios para sua funcdo. Os clas das metalo-
peptidases formados foram: MA, MC, MD, ME, MJ, MK, MM, MO, MP. (peptidases que
necessitam de apenas de um ion metéalico) e MF, MG, MH, MQ (peptidases que
necessitam de dois ions metalico) e subdivididos em familias (Vermelho e cols, 2010;
Shardella e cols, 2012).

Estudos entre comparacdes gendmicas e analises de secretomas relataram
metal-peptidases zinco dependentes, como a leishmanolisina ou GP63, presente na
superficie dos parasitos Leishmania sp. e Trypanosoma sp. Nos parasitos do género
Leishmania, essa metalo-peptidase estaria envolvida em mecanismos da interagéo
parasito-hospedeiro, a qual incluem: funcdo protetora contra acdo do sistema
complemento, interacdo com células do hospedeiro, entrada e sobrevivéncia intra-
macrofagos (lvens e cols, 2005; Motta e cols, 2013). Em organismos multicelulares,
como o parasito Schistosoma mansoni, foram encontradas proteinas que dividem
homologia com a GP63 de Leishmania sp., essas proteinas estariam presentes na
superficie do parasito em estagio larval e contribuiriam na protecéo do parasito contra

o sistema complemento do hospedeiro (Devorak e cols, 2008).

1.9.2. Cla Metalo-peptidase (ME), Familia M16

O Cla ME e formado por duas familias, M16 e M44, na qual os ligantes de zinco
foram previstos para ocorrer no motif His-Xaa-XaaGlu-His (HXXEH), sendo o motif
inverso encontrado praticamente no Cla MA (Rawlings e Barrett, 2012). A familia M16
compreende peptidases zinco-dependentes distribuidas em subfamilias M16A, M16B
e M16C que incluem: Insulinase, enzima de degradacao da insulina; metalo-peptidase
de processamento mitocondrial de subunidade alfa e beta (MPP); Pitrisina, precursor
da protease Ill; Nardilisina; Ubiquinol-citocromo C redutase; e Coenzima PQQ da
sintese de proteinas F (Mitchell e cols, 2015). Das trés subfamilias, a M16B é
estruturalmente conhecida e contém a MPP. Assim como outras metalo-peptidases,
as metalo-peptidases da familia M16 sao inibidas por agentes quelantes (Rawlings e
cols, 2015).
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1.9.3. Metalo-peptidase de processamento mitocondrial

A maioria das proteinas mitocondriais tem seus respectivos genes localizados
no nucleo e séo sintetizadas no citosol como precursores de proteinas. A exportacdo
dessas proteinas ocorre por meio de peptideos-sinal localizados na regido N-terminal,
gue serdo removidos posteriormente na mitocondria. Essa remoc¢ao se da por acao
de clivagem proteolitica dirigida por metalo-peptidases de processamento
mitocondrial (do inglés metallopeptidase, mitochondrial processing — MPP)
(Shimokata e cols, 1998; Desy e cols, 2012). Dados da estrutura tridimensional de
MPP do Cla ME, familia M16, subfamilia M16B (Figura 7), podem ser usadas como
base para estudar outras MPPs da respectiva familia por apresentarem grandese
semelhancas estruturais (Rawlings e cols, 2015). Essa MPP ¢é traduzida por dois
genes formando um heterodimero constituido por uma subunidade alfa e uma
subunidade beta. A subunidade alfa estd envolvida no reconhecimento do substrato
enguanto a subunidade beta é responsavel pela atividade catalitica (Geiger e cols,
2010; Rawlings e cols, 2015).

Figura 7: Estruturada MPP da subunidade alfa do Cla ME, familia M16, subfamilia M16B de Homo
sapiens. Fonte: Imagem retirada do servidor UniProt, codigo de acesso Q10713.

Em andlise de secretoma de L. donovani foram encontrados MPPs secretadas
e, entre elas, algumas pertencentes ao Cla ME, familia M16 que estariam sendo

secretadas por vias ndo-classicas, sugerindo que a Leishmania use mecanismos de
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secrecdo baseada em exossomos para exportar e liberar moléculas que poderiam
estar atuando na interacdo parasito-hospedeiro, podendo desempenhar funcdes
imuno-moduladoras (Silverman e cols, 2008; Silverman e cols, 2010; Lambertz e cols,
2012; Silverman e Reiner, 2012).
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2.  JUSTIFICATIVA

A leishmaniose visceral é uma patologia antropozoonoética que afeta milhdes
de individuos pelo mundo e que possui tratamento efetivo quando diagnoticada no
inicio da doenca. Os testes para diagnéstico mais sensiveis e especificos, como
exames histopatoldgicos e diagnostico molecular por PCR, séo realizados em
laboratérios especializados que possuem equipamentos de alto custo para aplicar tais
técnicas que, consequinte, elevam o valor do exame. Dado a esses fatos, laboratérios
de rotina, geralmente, ndo possuem 0s materiais e equipamentos para aplicar essas
técnicas e, entdo, optam pelo uso de testes soroldogicos para diagndstico da
leishmaniose visceral. Entretanto, a especificidade e sensibilidade do teste soroldgico
depende do qudo exclusivo possa ser o0 antigeno usado como marcador de
diagnéstico, afim de n&do ocorrer reacdes cruzadas com antigenos pertencentes a
diferentes parasitos e, ainda, poderiam ser utilizados para diferenciar animais
vacinados de animais infectados.

Com isso, o presente trabalho tem como justificativa a avaliagdo da proteina
metalo-peptidase de processamento mitocondrial do Cla ME, familia M16, subfamilia
M16B de Leishmania infantum, como possivel marcador para disgnoético sorologico de
leishmaniose visceral canina e humana, sendo esta uma proteina secretada que
poderia estar sendo reconhecida por células B, que gerariam anticorpos especificos

para este antigeno.
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3. OBJETIVOS
Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a metalo-peptidase da
subunidade alfa de processamento mitocondrial do Cla ME, familia M16, subfamilia
M16B, do gene LDBPK 130760.1 de Leishmania donovani, presente em L. infantum,
encontrada no banco de dados UniProt e de identificagdo XM_001464069.1 no banco
de dados NCBI, como marcador para diagnéstico soroldgico de leishmaniose visceral

canina e humana.

Etapas

Analisar in silico o gene LdBPK_130760.1 de Leishmania donovani;

Clonar e expressar a proteina heter6loga em sistema procarioto e eucarioto;

Analisar comparativamente a reatividade de proteinas recombimantes
produzidas pelos sistemas de expressédo procarioto e eucarioto, em termos de

reconhecimento antigeno-anticorpo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Desenvolvimento

O estudo utilizou a sequéncia correspondente a proteina metalopeptidase, cla
ME, familia M16 — 1587 pb — 528 aminoéacidos, de 57.656 kDa, cédigo de acesso
XP_001464106.1 do gene LDBPK_130760 no banco Protein do National Center for
Biotechnological Information (NCBI) encontrada na cepa JPCM5 de Leishmania
infantum, citada nos estudos de Peacock e cols (2007). Esta proteina foi relatada no
trabalho de Peacock e cols (2007) e Silverman e cols (2008) como uma proteina
secretada de Leishmania do complexo donovani, a qual poderia ser alvo para

diagnéstico de leishmaniose visceral.

4.1.1. Amostra biologica (soro)

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal — CEUA de
namero 106668/2014, disponivel em Anexo A. Os soros usados no presente trabalho
foram de cées infectados e néo infectados, obtidos da Universidade Federal de Minas
Gerais — UFMG. As amostras foram armazenadas em -20°C. Posteriormente, estas
foram analisadas quanto a reatividade de anticorpos especificos contra a proteina

heteréloga em estudo.

4.2. Predicao da estrutura primaria, sitios de fosforilagéo, glicosilagédo e de epitopos
lineares de células B

As analises iniciais da proteina foram realizadas por meio das ferramentas
online  PredictionProtein  para andlise de estruturas fisico-quimicas
(https://www.predictprotein.org/), preditor NetPhos v2.0 Server para andlise de sitios
de fosforilacdo (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ ), YinoYang v 1.21 e
GlycoEP para analises de modificagdes pos-traducionais pela insercao de glicosideos
(http://www.imtech.res.in/fraghava/glycoep/submit.html ) e pelo preditor BepiPred v1.0
Server para analise de possiveis epitopos lineares para células B
(http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/ ). Os programas citados acima usaram
parametros e pontos de corte padrdes, exceto o programa BepiPred, este teve seu
cutoff ajustado de 0.35 para 1.3 a fim de se aumentar os critérios de selecdo de

epitopos.
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4.2. Desenho dos Primers

Usando as ferramentas PrimerBlast e NebCutter (Vincze e cols, 2003), os
iniciadores foram desenhados de acordo com a sequéncia de DNA em estudo (Figura
8B) e foram levados em conta os sitios de restricdo dos vetores pGEM (promega)
pLEXSY (Jena Bioscience) e pET-28a (Novagen), que seriam utilizados nos
experimentos futuros, respectivamente. Foram adicionados uma trinca de timinas
antecedendo as areas de corte enzimatico em cada primer, com a finalidade de
facilitar a acao da respectiva enzima em seu sitio. Analisando os mapas dos vetores
dos Anexos A B e C e comparando com os dados do NebCutter (Apéndice C),
verificamos que seria necessario desenhar 2 pares de primers (Tabela 1) para que o

gene pudesse ser inserido em cada plasmideo posterior ao pGEM-T easy.

4.3. Reacao de polimerizagdo em cadeia (PCR)

A técnica de reacdo de polimerizacao em cadeia (do inglés Polymerase Chain
Reaction) foi empregada utilizando primers especificos para o gene XM_001464069.1
gue codifica a proteina XP_001464106.1 de Leishmania infantum. As sequéncias dos
primers utilizados nas amplificacdes estdo descritos na Tabela 1. Os primers LC
01/LCO02 e LC 10/LC 11 geram bandas aproximadas de 1500 pb. Todos primers foram
encomendados da IDT® (Integrated DNA Technologies).

Tabela 1: Primers utilizados nos ensaios moleculares por PCR.

PRIMERS SEQUENCIA ENZIMA DE
RESTRICAO

LC 01 5TTT CCA TGG GAT TCC GCC GTG TAGTCGCTCC 3

e Kpn 1l e Nco |
LC 02 5TTT GGT ACC CAG ACC CAT CTG GCG CAT GG 3

LC 10 5TTT AAG CTT ATG TTC CGC CGT GTA GTC GCT 3°
e Hind Ill e Xho |
LC 11 5TTT CTC GAG TAA CTA CAG ACC CAT CTG GCG CAT 3°

Os pares de primer foram desenhados inserindo os pontos de clivagem das enzimas acima para cortar
o plasmideo e linearizar sua insercéo no vetor.
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As amplificacdes do gene XM_001464069.1 de L. infantum com os primers LC
01/02, LC 10/11 foram feitas nas seguintes concentracfes: 20ng de DNA genémico
de Leishmania infantum obtido da Universidade Federal de Minas Gerais, tampao 10x
da Ludwig Biotec (100 mM Tris-HCI pH 8.5, 500 mM KCI); 2 mM MgClz; 0,2 uM de
cada primer; 0,2 mM dNTPs (LGC Biotecnologia) e 2 U Taq DNA polimerase (Ludwig
Biotec) incluidos no volume final de 25 pL. As reacBes foram realizadas no

termociclador LifeTouch Bioer, como segue os programas abaixo:

LC 01/02 e LC 10/11
94°C — 5 Min
94°C - 30s
SOX{ 65°C — 30s
72°C -2 Min e 30s

72°C — 5 Min
10°C- 8

4.4. Andlise Eletroforética

Os produtos de PCR, de extracdo de DNA plasmidial e de purificagcdo apos
digestao enziméatica foram visualizados em fotodocumentador apds eletrofore em gel
de agarose a 0,8% com Brometo de Etideo (EtBr) a 0,3mg/mL, utilizando tampao Tris-
Acetato-EDTA (TAE) 1X (Tris acetato 90mM pH 8,0 e EDTA 25 mM).

4.5. Clonagem dos Produtos de PCR e dos Produtos de Digestao Plasmidial

Apés analise eletroforética, os amplicons da reacdo de PCR com sinais de
banda mais intensos foram selecionados para clonagem, esses foram ligados pela
acao da enzima T4 ligase a 10 °C por 12 horas em aparelho termociclador (LifeTouch
Bioer) a um plasmideo, inicialmente em pGEM T-Easy (Promega) e apds analise do
sequenciamento foi feita digestdo do DNA plasmidial anterior e realizada purificagéo
e novas ligacBes aos plasmideos pLEXSY-2 (Jena Bioscience) e pET-28a (NovaGen).
As ligacdes seguiram o protocolo do fabricante, e em seguida, transformadas por

choque térmico em bactéria Escherichia coli competente.

4.5.1. Preparo de Células Competentes

As células utilizadas para a transformacao, Escherichia coli das linhagens DH-

5a (Thermo Fisher Scientific) e Rosetta 2 (DE3) pLysS™, foram submetidas de acordo
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com o método de Inoue (Sambrook e Russel, 2006) para adquirirem competéncia. Um
pré-inéculo de 25 mL de meio Luria Bertani (LB) (Invitrogem) contendo as bactérias
foi deixado por um periodo de 12 horas a 37°C, sob agitacdo de 200 rpm. Em seguida,
volumes de 10 mL, 4 mL e 1mL do pré-inéculo foram adicionados a trés frascos
erlenmeyer com capacidade para um litro, contendo 150 mL de meio LB. Os frascos
erlenmeyer com 150mL de LB acrescidos do pre-indculo foram colocados sob
agitacao a 200 rpm a temperatura de 18 °C ao final da tarde. No dia seguinte, pela
manhd, de cada frasco erlenmeyer foi retirado uma aliquota para realizar medicao de
densidade otica (DO), repetindo a medicéo de DO a cada 40 minutos até atingir o valor
0.6 em comprimento de onda de 550nm. O erlenmeyer foi levado ao gelo por 10
minutos, apos a incubacdo no gelo o meio liquido contendo as bactérias foi
centrifugado a 2.500 x g por 10 minutos, a 4 °C. Em seguida, o pellet obtido foi
ressuspenso em 48 mL de tampéo TB (10 mM de HEPES, 15 mM de CaClz, 250 mM
de KCI , corrigindo o pH para 6,7 adiciona-se 55 mM de MnCl2). Realizada nova
centrifugacéo de acordo com os parametros acima, o pellet foi ressuspenso com 12
mL de tampéo TB com DMSO na concentracdo de 7% do volume final. A solucéo foi
incubada no gelo por 10 minutos e distribuidas em aliquotas para congelamento em -
80°C.

4.5.2. Transformacéao bacteriana

A transformacéao bacteriana seguiu o método de choque térmico (Protocols and
Applications Guide, Third Edition, 1996), seguindo o protocolo: Para 50 pL de
Escherichia coli DH - 5qa, acrescentou-se 3uL do produto da ligagcéo no vetor (pbGEM
T-Easy, pLEXSY ou pET-28a), e incubou-se a mistura 30 min no gelo. Em seguida,
os transformantes foram levados a banho maria a 42°C por 90 segundos e incubados
imediatamente em gelo por 5 minutos. Adicionou-se 950uL de meio SOC (0,5% de
extrato de levedura, 2% de triptona, 10 mM de NaCl, 2,5 mM de KCI, 10 mM de MgClz,
10 mM de MgSOa4 e 20 mM de glicose), e as células transformadas foram incubadas
a 37°C por 1 h e 30 min sob agitacao de 180 rpm. Apds este periodo, as células foram
centrifugadas a 2500 x g por 1 minuto a temperatura ambiente. O pellet foi ressupenso
em 100ul do sobrenadante e plagueadas em meio LB sélido contendo ampicilina em
50 pg/mL, X-gal e IPTG (pGEM), ampicilina em 50 pg/mL (pLEXSY-2), canamicina e
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cloranfenicol em 35 pg/mL (pET28a), a fim de selecionar as células resistentes ao

antibiotico.

4.5.3. Sele¢éo dos recombinantes

A selecdo dos recombinantes ocorreu pela observacédo de colbnias azuis e
brancas resistentes a ampicilina, para colénias transformantes com o plasmideo
pPGEM. Somente as coldnias brancas foram escolhidas para serem semeadas em 5mL
de meio LB liquido contendo 50 pg/mL de ampicilina a 37°C por 12 horas sob agitacéo
de 200 rpm. A selecéo de colbnias por diferenciacdo de colbnias azuis e brancas é

apenas para o vetor pGEM, para pLEXSY e pET a selecao é por PCR de col6nias.

4.5.4. Extragdo de DNA plasmidial

Apés o periodo de cultivo de 12 horas, as bactérias foram submetidas a
extracdo de DNA plasmidial através do kit NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel)
para extragdes em pequenas escalas e NucleoBond® Xtra Midi (Macherey-Nagel)
para extracoes em medias e grandes escalas, todas extra¢cdes foram feitas conforme
as instrucdes do fabricante. A analise dos insertos foi feita apds eluicdo do DNA por
meio de PCR com 0s primers respectivos usados anteriormente em cada reacdo e

visualizados em gel de agarose a 0,8%.

4.6. Quantificacéo

Os produtos de extracdo de DNA plasmidial, os produtos purificados apos
digestdo enzimética e os produtos de purificacdo de proteina foram submetidas a
guantificacdo em aparelho Espectrofotdmetro NanoVue (GE Healthcare), usando 2uL

de amostra.

4.7. Sequenciamento

Os produtos de extracdo plasmidial de cada clone que apresentaram
bandeamento préximo de 1587 pares de bases em gel de agarose a 0,8% foram
submetidos a quantificacdo de DNA e, em seguida, foram aliquotados em 250ng/uL
com volume final de 5uL e enviados para sequenciamento em aparelho Sequence
Scanner da Applied Biosystems (Laboratorio de Biotecnologia - Universidade Catélica

de Brasilia), utilizando os primers Sp6 (reverse) e T7 (forward).
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4.8. Andlise das sequéncias

As andlises dos dados do sequenciamento foram realizadas pelo programa
Chromas v2.6 (Technelysium) e pelo programa SnapGene (GSL Biotech LLC). Apés
visualizacdo do cromatograma e correcéo das leituras que continham sobreposicéo
de picos, leituras repetidas de uma mesma base e trocas de bases, as sequéncias
foram alinhadas com os dados do servidor National Center for Biotechnology
Information (NCBI - http://www.ncbi.nIm.nih.gov) através do algoritmo BLASTn usando
os parametros: em Database colocada opcédo Others (nr etc.) — nucleotide collection
(nr/nt), Organism colocado para Leishmania donovani species complex (taxid:38574),
Program Selection colocado otimizacdo para Somewhat similar sequences (blastn).

Os alinhamentos multiplos foram realizados usando a ferramenta online Clustal
Omega v1.21 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) e SnapGene (GSL Biotech
LLC).

4.9. Expresséo das proteinas em modelo procariotico

Os clones ligados ao vetor pGEM T-easy (Promega) que nao sofreram
dele¢cbes ou mutacdes de nucleotideos foram selecionados para digestdo enzimatica
com as enzimas descritas na Tabela 1. Uma pequena quantidade de produto da
digestao (5 pL) foi submetida a analise eletroforética conforme o item 4 para confirmar
a liberacdo dos fragmentos do inserto. O produto da digestéo foi purificado em gel de
agarose a 0.8% corado a 0.3 ng/mL de Brometo de Etidio e extraido usando o kit
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) nas condi¢des descritas pelo
fabricante. O purificado foi quantificado conforme o item 4.6 e ligado ao vetor pET-
28a (NovaGen) conforme o item 4.5 . O preparo das células competentes de bactéria
E.coli da cepa Rosetta usadas para transformacao foi realizado conforme o item 4.5.1
e a transformacdo como descrito no item 4.5.2, com a remocdo do antibiético
ampicilina e adicdo de 35 ug/mL de cloranfenicol e 35 ug/mL de canamicina para o

plagueamento em meio LB solido.

4.9.1. Expressao da proteina XP_001464106.1 em Escherichia coli cepa Rosetta
As colonias crescidas em LB solido foram selecionadas e semeadas em 10 mL
de meio LB liquido contendo 35 ug/mL de canamicina e 35 ug/mL de cloranfenicol. As
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bactérias foram divididas em grupos: Grupo A (Grupo -controle), bactérias
transformadas com vetor vazio induzidas com 0.5mM de IPTG e; Grupo B (Grupo
teste), bactérias transformadas e induzidas com 0.5mM de IPTG. Todos os grupos
foram colocados em agitador automético por um periodo de 12 horas a 37°C a
200rpm. Foram coletadas aliquotas de todos os grupos no volume de 1 mL em
microtubos de 1.5mL nos tempos de zero horas, 1 hora, 2 horas, 4 horas e 6 horas
apos inducdo. Todas as aliquotas foram centrifugadas a 2500 x g por 15 minutos a
temperatura ambiente. O meio de cultura foi separado do pellet e ambos foram

armazenados a - 20°C.

4.9.2. Andlise eletroforética em gel de policrilamida da expressdo da proteina
XM_001464069.1 em sistema procarioto.

A expressdo da proteina foi avaliada por SDS-eletroforese em gel de
policrilamida unidimensional (SDS-PAGE). Para este teste, utilizamos um volume de
250 mL de cultura e, também, usamos as amostras aliquotadas mencionadas no item
4.9.1. O pellet de cada uma das aliquotas foi ressuspendido em 10 mL de tampéao de
lise I (12,5 mM NazHPOg4; 12,5 mM NaH2PO4; 0,5M NaCl e 40 mM de Imadazol) e
homogeneizado por inverséo e, apos isso, cada tubo do homogeneizado foi levado a
aparelho sonicador (BioLab) aplicando amplitude de 90 % (com valor minimo de 40%)
por 30 segundos e repetindo essa acao no total de trés vezes, dando intervalos de
30s entre cada repeticdo. Em seguida, todos os tubos foram centrifugados a 4000 x g
por 30 minutos a 4°C para separar 0os extratos sollveis de insollveis. Os
sobrenadantes foram transferidos para novos tubos de fundo coénico de 50 mL e ao
pellet foram adicionados 10 mL de tampéo de lise Il (12,5 mM Naz2HPO4; 12,5 mM
NaH2POg4; 0,5 M NaCl; 6M Uréia e10 mM de Imadazol) e realizado segundo tratamento
afim de recuperar as proteinas insolluveis. Seguiu-se as mesmas condi¢des aplicadas
durante o primeiro tratamento. Ambas as amostras foram analisadas em gel de
policrilamida a 10% com espessura de 1 mm corado com Coomassie Brilhant Blue R
(Sigma), aplicando 90V na fase concentradora e 180V na fase separadora.

Foram aliguotados 1 mL de ambos os tratamentos 1 mL e mantidos em estoque
a -80°C. Foram transferidos 25 pL de amostra de cada tratamento para novos
microtubos de 1,5 mL e adicionados 5 pL de tampao de amostra 5x concentrado, as

amostras foram entéo fervidas por 5 minutos e, posteriormente, aplicadas em gel de
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policrilamida a 10% com espessura de 1 mm, aplicando 90 V na fase concentradora
e 180 V na fase separadora e corado com Coomassie Brilhant Blue (Sigma). O

material restante foi designado para purificacado de proteina.

4.10. Expressao de proteinas em modelo eucariético

Leishmania tarentolae (L. tarentolae)

Formas promastigotas de L. tarentolae (Jenabioscience) foram cultivadas em
meio BHI suplementado com 0.25% de Hemina e 1/1000 de penicilina e
estreptomicina (PenStrep). Geneticina (G-418) foi adicionada na concentracéo de 50
ug/mL apos eletroporacédo. O cultivo dos parasitos foi feito a temperatura de 26°C em

ambiente protegido de iluminagéo.

4.10.1. Eletroporacdo em L. tarentolae

O protocolo seguido para a metodologia foi o recomendado pelo fabricante
(Jenabioscience). Inicialmente, um pré-indculo foi realizado em volume de 10 mL de
meio BHI suplementado com soro fetal bovino, Hemina e PenStrep e incubado em
frasco de cultura de células por 72h a 26°C. A cultura foi diluida em 1:10 em 10mL do
mesmo meio de cultura e foi mantida em 26°C por 24 - 48 horas. No dia seguinte,
checou-se a densidade 6ptica (D.O.) e, quando atingida a D.O. de 1.4, em analise de
comprimento de onda de 600nm no aparelho Ultrospec® 1000 (Amersham pharmacia
biotech), as células foram centrifugadas por 3 minutos em 2000 x g a temperatura
ambiente. Apds centrifugacao foi estimada uma concentragéo 6 x 108 células/mL, com
base nas recomendactes do fabricante. O pellet foi ressuspendido com 2,5 mL de
meio de cultura remanescente e incubado em gelo por 10 minutos. Paralelamente,
foram introduzidos 20ug de plasmideo pLEXSY (Anexo C) com o inserto em 50uL de
agua destilada em cuveta de eletroporacdo, sendo incubada no gelo. Foram
adicionados 350 uL de células pré-refrigeradas nos tubos contendo DNA, esse foi
levado ao gelo. As cubetas foram eletroporadas a 450 V, 450. ApGs o pulso, as
cubetas voltaram ao gelo por 10 minutos. As células eletroporadas foram transferidas
para frasco de cultura de células arejado contendo 10mL de meio BHI suplementado

com hemina, penicilina e estrepitomicina e, ap0s periodo de 24h, foi adicionado
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geneticina, apoés isso, os frascos foram colocados para incubar por 48 horas a 26°C

em local protegido da luz.

4.10.2. Coleta de material para analise de expressédo do gene LDBPK 130760
em L. tarentolae

Para verificar se as L. tarentolae estariam expressando a proteina codificada
pelo gene em andlise, dividimos as culturas destes parasitos em grupos diferentes:
Grupo A (grupo controle), L. tarentolae selvagens; e Grupo B (grupo teste),
transfectadas com vetor ligado ao inserto que codifica a proteina XP_001464106.1.
Todos os grupos foram colocados em estufa por um periodo de 48 horas a 26°C.
Foram coletadas aliquotas de todos os grupos no volume de 10 mL em tubos falcon
de 15 mL durante cada nova semeadura por um periodo total de 60 dias, duas
semeaduras por semana. Todas as aliquotas foram centrifugadas a 2500 x g por 15
minutos a temperatura 4°C. O sobrenadante foi removido e o pellet de cada aliquota

foi armazenado a - 20°C.

4.10.3. Extracdo de DNA de L. tarentolae

A extracdo de DNA dos cinetoplastidas foram realizadas de acordo com o
método de fervura modificado (Bashiruddin, 1988). As aliquotas contendo o pellet das
culturas, item 3.9.2, foram ressuspensas em 1 mL de PBS (NaCl 137mM, KCI 2,7mM,
Na2HPO410 mM, KH2PO4 2mMO; pH 7.4) e centrifugadas a 1500 x g por 10 min a 4°C.
O pellet foi lavado por trés vezes com PBS e centrifugado nas mesmas condi¢des. A
cada lavagem, os sobrenadantes eram descartados. Apds a Ultima lavagem, o pellet
foi ressuspendido em 100uL de PBS 1x e levado ao banho maria para fervura. O
material foi fervido a 100°C por 5 min. Apos fervura, os tubos foram centrifugados nas
mesmas condi¢des anteriores. O sobrenadante foi removido para novo microtubo de
1,5 mL e o pellet descartado. Foram usados 5 pL do sobrenadante para reacdes de
PCR.

4.10.4. Andlise eletroforética em gel de policrilamida da expresséo da proteina
XP_001464106.1 em sistema eucarioto

A expressao da proteina foi avaliada por SDS-PAGE. Para este teste,

aumentamos o volume da cultura para 250 mL, mantidos a temperatura de 26°C
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durante o crescimento. Ao atingir DO de 1.4, conforme item 4.9.1, a densidade celular
da cultura estaria aproximadamente em 6 x 107 células/mL. As culturas foram
transferidas para tubos de fundo cénico de 50 mL e centrifugados a 2000 x g por 20
min a 4°C. ApOs essa etapa, os procedimentos aplicados foram os mesmos do item
3.9.2.

4.11. Purificacdo da proteina recombinante dos sistemas eucarioto e procarioto por
cromatografia de afinidade.

A purificacao foi realizada segundo o protocolo do fabricante (Qiagen), com
as seguintes alteracfes: Adicionamos 1 mL da matriz Ni-NTA (Qiagen) a uma mini-
coluna de 3 mL, permitindo a passagem do sobrenadante por acdo gravitacional e
retendo as matrizes. Em seguida, em colunas diferentes, foram adicionados 2 mL de
solucéo de lise | (12,5 mM Na2HPO4; 12,5 mM NaH2PO4; 0,5 M NaCl e 10 mM de
Imadazol) e de lise 11 (12,5 mM Naz2HPO4; 12,5 mM NaH2PO4; 0,5 M NaCl; 6M de Uréia
e 10 mM de Imadazol) de acordo com as amostras que receberam os tratamentos do
item 3.9.1. Depois de equilibrar a matriz, adicionou-se as amostras sonicadas do
sistema procarioto e do sistema eucarioto. Todo material que passou pela matriz foi
coletado. Posteriormente, foram adicionados 4 mL de solugéo de lavagem | (12,5 mM
Na:HPO4; 12,5 mM NaH2POs4; 0,5 M NaCl e 40 mM de Imadazol) e solugcédo de
lavagem Il (12,5 mM NazHPOg4; 12,5 mM NaH2PO4; 0,5 M NaCl; 6M de Uréia e 40 mM
de Imadazol), coletando sempre o material de fluxo de passagem. Por fim, a proteina
foi recuperada com 1 mL de solugao de eluicdo | (12,5 mM Naz:HPO4; 12,5 mM
NaH2PO4; 0,5 M NaCl e 250 mM de Imadazol) e solugéo de eluigcao Il (12,5 mM
Na2HPOg4; 12,5 mM NaH2POg4; 0,5 M NaCl; 6M uréia e 250 mM de Imadazol) e coletou-

se 0 material em microtubos de 1,5 mL, armazenando a -20°C.

4.11.1. Reducé&o da concentragdo de uréia por dialise

As proteinas purificadas de bactéria que foram submetidas ao tratamento Il
tiveram de passar por membrana de dialise afim de reduzir a concentracdo de uréia.
A membrana de celulose tubular de dialise (Sigma), diametro de 16mm, comprimento
de 12 cm e retencéo de proteinas maiores que 12 kDa foi usada para esse processo.
A membrana foi preparada de acordo com as normas do fabricante, uma das
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extremidades foi vedada e a amostra foi adicionada dentro da membrana e,
consecutivamente, a outra extremidade foi lacrada. A membrana com a amostra foi
colocada em recipiente contendo 2000 mL de PBS e deixada sob agitacdo constante
por 12h a 4°C. Posteriormente, o material dialisado foi recuperado e transferido para
novo microtubo de 1,5 mL e armazenado a -20°C.

4.12. Western Blotting

As amostras obtidas do item 4.10 foram separadas eletroforeticamente e
transferidas para membrana de nitrocelulose de 0.45 um (Bio-Rad), seguindo a
metodologia de Towbin e cols (1979). A transferéncia foi realizada usando o sistema
Miniprotean Cell® (Bio-Rad) e o marcador de peso molecular pré-marcado utilizado

foi Novex®sharp Pre-Stained (invitrogen).

Apos a transferéncia, a membrana foi bloqueada com PBS Tween 0.01%, com
2.5% de leite desnatado (Molico - Nestle) e colocado para incubar por 12 h a 4 °C.
Posteriormente, a membrana foi lavada trés vezes com PBS Tween 0.01% por 5
minutos e colocada em agitacdo. Foram adicionados anticorpo primario anti-His Tag
(LifeTechnologies) na proporcéo de 1:500 para os ensaios de detectacao de calda de
histidina e soro na proporcdo de 1:200 em PBS nos ensaios de teste da proteina
heterdloga contra anticorpos do hospedeiro, ambas membranas foram colocadas para
incubar a temperatura ambiente sob agitacdo constante. Apés o tratamento com o
anticorpo primario/soro do paciente, foram realizadas trés lavagens em PBS Tween
0.01% por 5 min. As membranas receberam tratamentos com anticorpo secundario
anti IgG murino (Life Technologies) conjugado com fosfatase alcalina nos ensaios
para deteccdo da proteina heteréloga e anticorpo secundario anti-lgG canino
conjugado com HRP para ensaios de reatividade da proteina, ambos tratamentos com
anticorpos secundarios foram feitos nas diluicées de 1:1000, seguida de incubacao a
temperatura ambiente por 1 hora sob agitacdo constante. Anticorpo anti -His Tag
conjugado com fosfatase alcalina (Sigma) foi diluido em PBS leite 2% (1:10.000).
Depois, foram realizadas cinco lavagens com PBS Tween 0.01% e, por ultimo, a
membrana foi revelada em BCIP/NBT (Sigma), na concentracdo indicada pelo

fabricante. A revelacéo foi interrompida com agua destilada.
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4.13. Ensaio de Imunoabsorbancia Enzimética (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay - ELISA)

Microplacas de alta afinidade de ligacdo com fundo plano de 96 cavidades
(Greiner bioone) foram sensibilizadas separadamente com 100uL/ pocgo, contendo 5
ug/mL das proteinas purificadas dos itens 4.9.2 e 4.11, em tampao de revestimento
(carbonato-bicarbonato) pH 9,6 (0.03 M NaHCOz30;.015 M Na2COs3) e incubadas por
12h a 4°C. Em seguida, os excessos de antigenos foram removidos por meio de trés
lavagens com PBS pH 7,4 contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-T). Os sitios de adeséo
livres foram bloqueados com 100uL/poco de PBS pH 7,4 acrescidos de 10% de SFB
(soro fetal bovino) da Gibco, seguido por incubacéo de 1 h a temperatura ambiente.
Ao final, repetiu-se o procedimento de lavagem. Os soros dos caes foram diluidos a
1:50, 1:100 e 1:1000 em PBS/SFB 10% e adicionados 100 uL/poco, em duplicata.
Apos incubacdo de 1 h a temperatura ambiente, as placas foram novamente lavadas
com PBS-T. O conjugado, composto por anticorpos anti-IgG canino marcado com
HRP (Novex — Life Technologies) foi diluido 1: 2000 em PBS/SFB 10% e, em seguida,
100 uL/pogo foram adicionados as placas seguida por incubacao de 1 h a temperatura
ambiente, sendo envolvidas por papel aluminio durante essa etapa. Apos incubacéao,
0 excesso do conjugado foi retirado através de cinco lavagens com PBS-T. A
revelacao da reacdo foi feita pela adicao de 50 uL/poco de H202 (Dinamica) em tampao
fosfato-citrato pH 5,0 adicionado de cromoégeno OPD (o-Phenylenediamine
dihydrochloride - Sigma). A reacao foi feita em local sob protecéo de luz, passados 10
minutos, essa foi interrompida pelo acréscimo de 50 plL/poco de H2SOs (acido
sulfarico). A leitura foi feita em espectrofotdmetro (BioTeK- Synergy HT) a 490 nm.

Para estabelecer o ponto de corte da reacdo entre soro reagentes e nao
reagentes foram usados cinco animais controles negativos, cujos soros foram
coletados na Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG. Assim, o “cut-off” foi
calculado utilizando-se a média aritmética dos valores de absorbancia dos negativos,

acrescentando-se ao valor, trés desvios padréo da média.

4.14. Andlise estatistica

Os resultados obtidos pelo ELISA, item 4.13, foram analisados pelo programa

Graphic Pad Prism 5 (GraphPad Software). O teste de analises de colunas - teste t foi
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aplicado. A aplicacdo do teste t foi realizada de forma pareada para verificar o valor

de significancia (p value) dos resultados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O diagnéstico laboratorial para leishmaniose visceral canina e humana pode
ser realizado por diversas técnicas que variam da evidenciacao direta do parasito em
tecidos do hospedeiro, procura pelo DNA do parasito em amostras do hospedeiro e,
mais comumente, testes que envolvem reacfes antigeno-anticorpo (Pereira, 2013;
Sakkas e cols, 2016). Contudo, a busca por metodologias que possam ser aplicadas
em laboratoérios de rotina acusa a melhor alternativa sendo o diagnostico soroldgico
(Pereira e cols, 2013). Em busca de aprimorar os ensaios sorologicos diversas
pesquisas foram e continuam sendo realizadas com o intuito de encontrar um
marcador para diagnostico sorolégico de LV que tenha uma alta sensibilidade,
especifidade, com uma facil aplicacéo e baixos custos (Gao e cols; Menezes-Sousa e
cols, 2015). Nesse contexto, muitos antigenos de superficie e secretados de
Leishmania passaram a serem alvejados como possiveis marcadores de diagnostico,
uma vez que poderiam estar interagindo com células B e, assim, produzindo
anticorpos (Vergnes e cols, 2002; Peacock e cols, 2007; Silverman e cols, 2008).

Nos estudos realizados por Peacock e cols (2007) e por Silverman e cols
(2007 e 2008) foram apontadas uma grande quantidade de proteinas que estariam
sendo secretadas por Leishmania e que, ainda, ndo foram estudadas. Baseado nos
trabalhos relatados, esse estudo teve como objetivo analisar a Metalo-peptidase da
subunidade de processamento mitocondrial do Cla ME, familia M16, subfamilia M16B
para diagnostico sorologico de LV.

Contudo, previamente aos testes in vitro se faz necessario uma sondagem do
possivel candidato por meio de andlises in silico que visaram analisar se a MPP
possuia proteinas ortélogas nos organismos a serem diagnosticados e determinar se
0 antigeno candidato apresentava determinantes imunogénicos (Carvalho e cols,
2011; Wen e cols, 2016).

5.1. Andlise in silico

A analise in silico teve como alvo a proteina XP_001464106.1 de L. infantum,
uma proteina composta por 528 aminoacidos (Figura 8A) de 57.656 kDa, codificada
pela sequéncia de DNA XM _001464069.1 do gene LDBPK_ 130760, depositada no
banco de dados Nucleotide do NCBI, composta por 1587 nucleotideos (Figura 8B). O

estudo inicialmente abordou sequéncias similares entre organismos eucariotos
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unicelulares da familia Trypanosomatidae (Figura 9) e organismos eucariotos
multicelulares afim de encontrar similaridades entre elas. As analises em busca de
proteinas com identidades >60% em organismos eucariotos multicelulares visam
discartar proteinas que possuam ortélogas nesses organismos, esse fato interferiria

em testes de imunogenicidade da proteina alvo.

A

MFRRVVAPAPVAATAACAGQARSIYEYKFGQTPLTQPFGGTSRLPPGPSSKPAPVAAGKVEITKLHNG
ARVITHNLGGPSVSVGAYILAGPAYDPPSAPGTGAMMHLALTTSNYNNSLFQLDRNIRSVGAAQSHF
EKHKHYIGIRIDARADKWKSAAPTSSLSQRRQLONQKQAEQQFSLNLVQDNIFTCIAAPRFHEPDVER
FRDTIDNQVEELRWQCPAEYAKQMLETVAFYREPLGNPRFVPAMSNGIISSSVLLEQYSRYVVPSRVV
VSGVNVDHAALIAEYENTPFPHSASAPHHARAQPCAVNWKDEAAQYTGGERHDHEDRPKVMGTKP
DMDPESIIAVGWLAYGKDRKMTKDHAASMVVGALMDIGFSGRMRCGAPDEMHEHTGLRAFYSPY
QTAGLIGFTAKAEPQAAVRMVTDAVRMVQANKASVADSMLSVAKKMARTQFMVQNVDTIRDYCD
YLGTCLAVDSDSTLATSVEEVVDAINSVNAVDVKRVYETMFSNKTSLYGHGEMLGFPSMRQMGL

B

ATGTTCCGCCGTGTAGTCGCTCCGGCGCCGGTGGCGGCCACCGCAGCCTGCGCTGGGCAGGCTCGCAGCAT
CTACGAGTACAAGTTCGGTCAGACCCCCCTCACCCAACCGTTTGGCGGAACCTCTCGCCTGCCGCCTGGCCC
CTCGTCGAAGCCTGCCCCGGTTGCTGCCGGGAAGGTGGAGATCACGAAGCTGCACAACGGCGCGCGCGTCA
TCACGCACAACCTCGGTGGACCGTCGGTGTCCGTTGGTGCCTACATACTCGCCGGCCCCGCCTACGACCCAC
CGAGCGCGCCGGGCACGGGAGCCATGATGCACCTTGCCCTGACGACGAGCAACTACAATAATTCGCTGTTCC
AGCTTGACCGCAACATTCGCAGTGTCGGCGCCGCCCAGTCGCACTTCGAGAAGCACAAGCACTACATCGGCA
TTCGCATCGACGCCCGCGCCGACAAGTGGAAGAGCGCCGCGCCGACGTCATCGCTTTCACAGCGGCGGCAG
CTGCAGAACCAGAAGCAAGCGGAGCAGCAGTTCTCGTTGAATCTGGTGCAGGACAACATCTTTACCTGCATC
GCCGCGCCCCGCTTCCACGAGCCGGATGTGGAGCGCTTCCGTGACACCATTGACAACCAGGTCGAGGAGCT
CCGCTGGCAATGCCCAGCCGAGTACGCGAAGCAGATGCTGGAGACGGTCGCCTTCTACCGTGAGCCGCTCG
GCAACCCTCGCTTCGTGCCGGCGATGAGCAACGGCATCATTTCGAGCAGCGTACTGCTGGAGCAGTACAGCC
GCTACGTCGTGCCGTCGCGCGTCGTCGTCTCCGGCGTCAACGTCGATCACGCCGCGCTGATTGCCGAGTACG
AGAACACCCCGTTCCCACACTCCGCCTCGGCACCGCACCACGCCCGCGCGCAGCCGTGCGCGGTGAACTGG
AAGGATGAGGCCGCTCAGTACACCGGGGGCGAGCGCCACGACCACGAGGACCGCCCCAAGGTAATGGGAA
CGAAGCCGGACATGGACCCGGAGTCCATCATCGCCGTCGGCTGGCTCGCGTACGGCAAAGACAGGAAGATG
ACGAAGGACCACGCCGCCTCGATGGTCGTGGGGGCGCTGATGGACATCGGGTTCAGCGGCCGCATGCGCTG
CGGCGCCCCGGATGAAATGCACGAGCACACGGGCCTGCGCGCCTTCTACAGCCCCTACCAAACGGCTGGCC
TGATCGGCTTCACGGCGAAGGCAGAGCCGCAGGCAGCGGTGCGCATGGTGACGGACGCTGTGAGGATGGTG
CAAGCAAACAAGGCCTCTGTCGCGGACTCGATGCTGTCCGTGGCGAAAAAAATGGCGAGAACGCAGTTCAT
GGTGCAGAATGTCGACACCATTCGCGACTACTGCGACTACCTTGGCACCTGCCTCGCCGTGGATAGCGACTC
GACCCTAGCCACATCGGTCGAAGAGGTTGTCGACGCCATCAACTCTGTCAACGCGGTGGATGTGAAGCGGGT
GTACGAGACGATGTTCTCGAACAAGACCAGCCTGTACGGCCACGGCGAGATGCTCGGCTTCCCTTCCATGCG
CCAGATGGGTCTGTAG

Figura 8: Sequéncias proteica e nucleotidica da MPP A Sequéncia da proteina XP_001464106.1. B
Sequéncia de referéncia XM_001464069.1 do gene LDBPK_130760. Sequéncias disponiveis no NCBI,
nos bancos “Protein” e “Nucleotide”.

Posteriormente, foi verificado se a proteina teria qualidades como possivel alvo
para diagnéstico, entdo, foram analisadas suas propriedades fisico-quimicas, seus
sitios de fosforilagdo, suas modificacdes pos-traducionais por adicdo de glicosideos
e, também, analisada a presenca de possiveis epitopos lineares para células B. De
acordo com Gupta (2007) e Wen e cols (2016), a verificacdo das qualidades citatas
sdo importantes fatores que influénciam na imunogenicidade do antigeno como, por
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exemplo, o tamanho da molécula que deve estar acima de 14 kDa pois, geralmente,
moléculas de grande massa molecular (albumina do ovo e tireoglobulina) séo
melhores imundgenos por serem mais propensas a possuirem areas imunogénicas
formadas por um ou mais aminoacidos com ou sem modificagfes pds-tradudionais
(fosforilacao e glicosilagdo) que estimulem o sistema imune (Johnson, 2009; Chauhan
e cols, 2013). Nos trabalhos de Wen e cols (2016) e de Carvalho e cols (2011), as
proteinas selecionadas para cada estudo tiveram, em sua maioria, uma massa maior
gue 14 kDa, e suas analises in silico envolveram as qualidades citadas anteriormente.

As andlises baseadas nas informacdes da ferramenta Blastn (Apéndice D)
revelaram sequéncias com identidade >85% entre alguns membros do género
Leishmania (L. donovani, L. infantum, L. major, L. mexicana, L paramensis e L.
braziliensis). De acordo com Peacock e cols (2007), 0s genes expressos por espécies-
especificas de parasitos mostraram niveis de expressao diferentes, os quais podem
estar correlacionados a patogénese de sua respectiva doenca. Ao verificar nos bancos
de dados do NCBI, usando as ferramentas Blastp e Blastn, por proteinas ortélogas a
proteina XP_001464106.1 em Canis familiaris, Homo sapiens e Mus musculus foram
encontradas proteinas com identidade menor que 18%, sugerindo que elas talvez ndo
possuissem a mesma funcdo e que a MPP em estudo poderia ser usada nestes
organismos (Duthie e cols, 2016).

Os resultados do alinhamento mdltiplo com mais de 60% de identidade
sugerem que a MPP esteja presente nas outras espécies de Leishmania e que em
ensaios in vitro poderia ocorrer reatividade com esses organismos, porém, em
Trypanosoma cruzi a proteina apresenta cerca de 50% de identidade a qual sugere
gue possa ser uma proteina diferente (Carvalho e cols, 2011). Contudo, trabalhos na
literatura utilizaram proteinas que apresentaram altas identidades, porém, essas
proteinas tiveram regifes que se diferenciavam uma das outras e estas foram usadas
para formar uma sequéncia quimera usando residuos de uma mesma proteina ou
mesclando com residuos de outras proteinas que pode ser usada para diagnostico
(Soto e cols; 1998; Rosati e cols, 2001; Bottino e cols, 2013; Duthie e cols, 2016).
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Figura 9: Alinhamento multiplo entre trypanosomatideos.
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5.1.1. Andlise da estrutura fisico-quimica da proteina

Com auxilio da ferramenta PredictProtein (Rost e Sander, 1993a, 1993b;
1994a, 1994b; Rost e cols, 2004), foi feita uma caracterizagdo preliminar de
propriedades fisico-quimicas da proteina como: porcentagem relativa de estruturas
secundarias, familias de proteinas relacionadas, acessibilidade relativa ao solvente,
composicao de estrutura primaria e secundaria (Figura 10). De acordo com a Figura
10A, a proteina referida € majoritariamente composta por loops e hélices, com uma
porcentagem menor de folhas beta. Ao conciliar esses dados com a literatura foi visto
gue a composicao da estrutura secundaria pode dotar a proteina com propriedades
antigénicas, como visto em Wen e cols (2016). Alanina e valina, que sdo aminoacidos
hidrofobicos, aparecem em maior concentracéo (Figura 10B). Na Figura 10C ha uma
estimativa de 47,35% de residuos de aminoacidos expondo mais de 16% de sua
superficie, o servidor correlacionou as areas em branco com o simbolo *** como areas
intermediarias entre a interface exposta e ndo exposta ao solvente, além disso, foram
encontradas 5 possiveis areas de interacdo proteina-proteina (Figura 10D). Esses
dados sugerem que ha uma grande chance de que possiveis aminoacidos com
caracteristicas imunogénicas possam interagir com células do sistema imune do
hospedeiro, como citado por Gupta (2007).

Os dados do programa sugerem que a localizagéo subcelular da proteina esteja
em mitocondrias em organismos animais, cloroplastos em plantas e no citoplasma em
bactérias (Apéndice E), esses dados estdo de acordo com os disponiveis sobre a
proteina XP_001464106.1 pelo GenBank.
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Figura 10: Analise da estrutura fisico-quimica da proteina pela ferramenta PredictProtein. A
Composicdo da estrutura secundaria onde H: a-hélice, E: folhas-B e L: lacos. B Composicdo da
estrutura primaria. C Acessibilidade dos residuos de aminoacidos, onde b: residuos enterrados, e:
residuos com mais de 16% de sua estrutura voltada para o solvente. D Correlacdo da sequéncia
proteica com sua estrutura secundaria e pontos de acesso ao solvente, onde * mostra pontos de
interacao proteina-proteina, ** (PROFsec) correspondem a estrutura secundaria com folhas-3 (azul) e
a-hélices (vermelho) *** correspondem aos pontos de acesso dos residuos ndo expostos ao solvente
(amarelo) e expostos ao solvente (azul) da proteina. Os dados foram preditos pelo servidor com uma
precisdo média acima de 72%

5.1.2. Analise de epitopos lineares para células B

De acordo com a literatura, a analise de epitopos para células B sao divididas
em duas categorias: linear ou ndo linear. O primeiro consiste em analisar os residuos

de aminoé&cidos que estdo adjacentes um ao outro na sequéncia primaria, enquanto o

40



segundo consiste em andlisar os residuos de aminoacidos na forma nativa da proteina
gue estdo separados na estrutura primaria, mas, contudo, sdo postos em proximidade
(Bottino e cols, 2013). Neste trabalho ndo houve possibilidade de identificar epitopos
nao lineares devido a falta de informacdes tridimensionais da estrutura da interagao
MPP-anticorpo e, por essa razéo, optamos por identificar epitopos lineares que podem
ser preditos por programas.

Utilizando a ferramenta Bepipred v1.0 (Larsen e Nilsen, 2006), preditor de
epitopos lineares para células B, foram revelados possiveis epitopos lineares para
células B (Tabela 2). Para cada aminoacido avaliado pelo servidor foram atribuidos
dados e gerados escores de predicdo. As posi¢cdes dos epitopos lineares de células
B foram previstas para serem localizadas nos residuos com as pontua¢cdes mais altas
no escore, usando o ponto de corte de 1.3 ao invés do padrao de 0.35, uma vez que,
de acordo com os Larsen e Nielsen (2006) um ponto de corte de 1.3 confere uma
especificidade tedrica de 96% do epitopo, visto que com o ponto de corte padrdo de
0.35 confere apenas especificidade tedrica de 75%. Os dados abaixo sugerem 46
residuos que podem fazer parte de possiveis epitopos lineares para células B, com

potencial reacdo a anticorpos em experimentos in vitro.

Tabela 2: Predicdo de epitopos lineares para células B.

# SEQNAME SOURCE FEATURE START END SCORE N/A ?
ey
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 39 39 1.386 G|E
GI_322497501_EMB_CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 43 43 1.821 R|E
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 44 44 1.886 L|E
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 45 45 2.027 P|E
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 46 46 2.196 P|E
GI_322497501_EMB_CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 47 47 2.319 G|E
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 48 48 2.452 P|E
GI_322497501_EMB_CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 49 49 2.706 S|E
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 50 50 2.735 S|E
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 51 51 2.426 K|E
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 52 52 2.085 P|E
GI_322497501_EMB_CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 53 53 1.801 A|E
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 54 54 1.621 P|E
GI_322497501_EMB_CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 55 55 1.391 VIE
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 92 92 1.475 A|E
GI_322497501_EMB_CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 93 93 2.236 Y|E
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 94 94 2.469 DI|IE
GI_322497501_EMB_CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 95 95 2.480 P|E
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 96 96 2.608 P|E
GI_322497501_EMB_CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 97 97 2.733 S|E
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 98 98 2.716 A|E
GI_322497501_EMB_CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 929 929 2.276 P|E
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 100 100 1.848 G|E
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 155 155 1.308 S|E
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 173 173 1.318 QIE
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 290 290 1.371 P|E
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 291 291 1.420 F|E
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GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 292 292 1.494 . . P|E
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 293 293 1.359 . . H|E
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 296 296 1.358 . . S|E
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 315 315 1.345 . . A|E
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 316 316 1.383 . . QIE
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 317 317 1.352 . . Y|E
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 320 320 1.369 . . G|E
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 321 321 1.310 . . E|E
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 322 322 1.509 . . R|E
GI_322497501_EMB_CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 323 323 1.654 . . H|E
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 324 324 1.668 . . DIE
GI_322497501_EMB_CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 325 325 1.574 . . H|E
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 326 326 1.451 E|E
GI_322497501_EMB_CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 335 335 1.322 K|E
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 336 336 1.510 P|E
GI_322497501_EMB_CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 337 337 1.912 DIE
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 338 338 1.999 M|E
GI_322497501_EMB_CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 339 339 1.560 DIE
GI_322497501_EMB CBZ BEPIPRED-1.0B EPITOPE 413 413 1.327 E|E
gy

O ponto de corte usado para definicdo de um amino&cido dentro de um epitopo foi de 1.3, pela
ferramenta BepiPred. Os dados, referentes a coluna indicada por "?" indicam pela letra "E" quando o
aminoacido é previsto como sendo parte de um epitopo linear de célula B (pontuagdo acima do limiar)

e "." como sendo regido ndo pertencente a epitopos (pontuacéo abaixo do limiar). Os dados foram
precedidos pelos simbolos de seus respectivos aminoacidos seguida por um'|' (barra vertical). No total
219 aminoacidos foram incluidos em possiveis epitopos lineares para células B, equivalente a 41% dos
aminoacidos da proteina.

Ao correlacionar os dados da Tabela 2 com a Figura 10D, é possivel sugerir
gue parte (12/46) dos possiveis epitopos lineares de células B estdo voltados para o
solvente ou em estado intermediario (23/46), teoricamente aumentando a
probabilidade de reconhecimento antigeno-anticorpo em possiveis ensaios in vitro
(Figura 11). Os dados mostraram que a MPP tem potencial para ser reconhecida por
células B pois estdo situadas em residuos expostos ao solvente a qual aumenta a
chance de interagirem com células do sistema imune e, assim, gerarem anticorpos.
Além disso, esses achados sugeriram regides onde encontramos mais de 4
aminoacidos seguidos a qual aumentam a chance de serem reconhecidos por células
B (Bottino e cols, 2013). Outro ponto a ser visto € que a presenca de epitopos lineares
podem influenciar na especificidade do teste como citado por alguns autores, que
relataram que a presenca de epitopos lineares nos candidatos a marcadores de
diagnostico podem aumentam sua especificidade para o organismo testado (Gupta,
2007; Menezes-Sousa e cols, 2014).

Além disso na tabela em Apéndice A, teriamos um total de 219 residuos em
zonas de possiveis epitopos lineares para células B usando um ponto de corte padréo

de 0.35, como citado por Larsen e Nilsen (2006).
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Correlacao dos pontos de acesso com epitopos
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Figura 11: Correlacdo dos dados do PredictProtein com BepiPred. Pontos de acesso ao solvente
dos residuos expostos ao solvente da proteina em Azul; pontos de acesso enterrados ao solvente da
proteina em Amarelo; epitopos sugeridos em vermelho e; area ndo marcada entre as cores amarelo e
azul correspondem a pontos de acesso intermediarios.

5.1.3. Analise de sitios de fosforilagdo

Usando a ferramenta NetPhos v2.0 (Bloom e cols, 1999; Johnson, 2009),
preditor de potenciais sitios de fosforilacdo em células eucariotas, foram preditos pelo
servidor escores gerados numa escala de 0 - 1, de algumas areas como possiveis
sitios de fosforilacdo em sequéncias independentes com uma sensibilidade na faixa
de 69% a 96% e ponto de corte fixo em 0,5 (Figura 12A). Havendo fosforilagcdo em
algum ponto da sequéncia de aminoacidos da proteina, seja em residuos de serina,
treonina ou tirosina, ha possibilidade de afetar vias de sinalizacdo e processos
celulares que medeiam metabolismo, transcricdo, progressdo do ciclo celular,
diferenciacdo, citoesqueleto, movimento celular, e funcbes imunolégicas e a
imunogenicidade das proteinas e seus epitopos (Johnson, 2009).

A andlise de sitios de fosforilacdo revelou potenciais fosforilagdes ao longo da
sequéncia de aminoacidos (Figura 12B), nos residuos de serina em 13 posi¢des, nos
residuos de treonina em 6 posi¢cdes e nos residuos de tirosina em 1 posicdo. A
correlacdo destes dados com o da Figura 11 sugere que 2 aminoacidos de serina nas

posicoes 49 e 97 seriam fosforilados em areas de possiveis epitopos lineares para
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células B que se encontram em zonas que estariam com seus pontos de acesso em

posicao intermediaria de acesso ao solvente.

>

NetPhos 2.0: Predicted phosphorylation sites
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A2
seq.l 23 GQARSIYEY 0.970 *S*
seqg.1l 49 PPGPSSKPA 0.773 *S*
seqg.1l 50 PGPSSKPAP 0.472 -
seq.1l 97 YDPPSAPGT 0.671 *G K
seq.1l 160 AAPTSSLSOQ 0.689 *S*
seqg.1l 163 TSSLSQRRQ 0.995 S
seqg.1l 273 RVVVSGVNV 0.559 *S*
seq.1l 294 PEFPHSASAP 0.943 *S*
seq.1l 364 DHAASMVVG 0.750 *S*
seqg.1l 376 DIGFSGRMR 0.652 *S*
seqg.1l 434 ANKASVADS 0.688 xS
seq.1l 476 VDSDSTLAT 0.830 *S*
seq.l 481 TLATSVEEV 0.996 *S*
seq.1l 510 SNKTSLYGH 0.741 *S*
Threonine predictions
Name Pos Context Score Pred
v
seqg.1l 41 PFGGTSRLP 0.918 T
seq.1l 207 REFRDTIDNQ 0.936 *Tx
seqg.1l 289 EYENTPEFPH 0.929 lali
seqg.l 358 DRKMTKDHA 0.962 Kk
seq.1l 458 QONVDTIRDY 0.928 *T*
seq.1l 480 STLATSVEE 0.834 *Tx
Tyrosine predictions
Name Pos Context Score Pred
A2
seqg.1l 86 SVGAYILAG 0.511 *Y*

~

Phosphorylation sites predicted:Ser: 13Thr: 6Tyr: 1

Figura 12: Predic8@o de sitios de fosforilagdo com a ferramenta NetPhos v2.0. A Gréfico dos
possiveis sitios de fosforilagédo; B Sitios de fosforilagdo de serina, treonina e tirosina sugeridos pelo

servidor.

5.1.4. Andlise de sitios de glicosilacdo

Usando a ferramenta GlycoEP (Chauhan e cols, 2013), preditor de sitios de

glicosilac&o para proteinas de organismos eucariotos, o servidor atribui um escore ao
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aminoacido (Figura 13A) baseado na similaridade de 40-60% com dados de outras
proteinas glicosiladas, com ponto de corte padrdo de 0.0. Os aminoaciados séo
preditos como glicosidicos ligados a N-,0- e C-. Foi utilizado a ferramenta YinOYang
v1.2 (GUPTA, 2001, 2002), para predi¢céo de O-B-glicosilacdes, esta ferramenta atribui
dados numa escala de a 0 a 1 com ponto de corte fixo de 0.5. O preditor YinOYang
encontrou possiveis O-beta-glicosilagfes em 18 residuos de treonina e serina (Figura
13B). O GlycoEP revelou 3 residuos com potenciais N-glicosilagdes (Figura 13C).

De acordo com Chauhan e cols, (2013), havendo modificacdes poés-
traducionais por glicosilagbes na proteina, diversas func¢des bioldégicas podem ser
afetadas, como: forma da proteina / manutencao da estrutura, regulacdo da forma
(dobra) de proteinas, rigidez da membrana plasmatica, atividades enziméticas, na
imunogenicidade, na antigenicidade, na patogenicidade e no papel das interacdes
antifeno-hospedeiro.

¥inOYang 1.2: predicted O-(beta>-GlcHAc sites in seq.l
! Threshold

= 0-GlcHAc Potential

T e.rs

-

5

2

Poesy Ll l P

] N H— o VTN [ T N

: VITNT T Nt T

> | I

7 |l | il l

§ o.es L : e 1 [

= Il 1 1 I 1 I

@ Il | 1 | | 1

: L RN |

e y v N
180 200 300 400
Sequence position
SegName Residue O-GlcNAc Potential Thresh. Thresh.
result (1) (2)

seq.1 14 T + 0.5346 0.4818 0.5998
seq.1 35 T ++ 0.5847 0.4396 0.5429
seq.1 49 s ++ 0.4547 0.3473 0.4186
seq.1l 50 s ++ 0.5278 0.3670 0.4451
seq.1 82 S + 0.5100 0.4853 0.6045
seq.1 101 T + 0.5072 0.4479 0.5541
seq.1l 111 T + 0.5149 0.4692 0.5828
seq.1l 155 s + 0.4342 0.3925 0.4795
seq.1 159 T +++ 0.6899 0.4363 0.5385
seq.1 160 s ++ 0.5937 0.4356 0.5375
seq.1 161 s + 0.5000 0.4266 0.5254
seq.1 262 s + 0.5413 0.4648 0.5769
seq.1 273 s ++ 0.6474 0.5048 0.6308
seq.1 294 s + 0.4580 0.4406 0.5443
seq.1l 398 s + 0.4846 0.4753 0.5910
seq.1l 422 T + 0.5052 0.4964 0.6195
seq.1l 434 s +++ 0.6492 0.4386 0.5416
seq.1l 474 s + 0.4444 0.4286 0.5281

Position Residue Score Prediction

116 NSL 0.90417655 Potential Glycosylated
288 NTP 0.7016907 Potential Glycosylated
490 NSV 0.77701172 Potential Glycosylated
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Figura 13: Predi¢cao de sitios de glicosilagdo com as ferramentas GlycoEP e YinOYang v1.2. A
Grafico dos possiveis sitios de glicosilacdo pelo servidor YinOYang. B Sitios de glicosilagédo de serina,
treonina sugeridos pelo servidor YinOYang. C Sitos de glicosilacao sugeridos pelo servidor GlycoEP.
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O GlycoEP também nédo detectou O-, e C-glicosilacdes. A analise comparativa
entre os dados de fosforilacao e glicosilacao revelaram 3 possiveis zonas em comuns
(Apéndice G). Ao correlacionar os dados adquiridos nas demais predicoes,
encontramos zonas em comum de glicositios nas regides preditas de epitopos lineares
para células B majoritariamente em &areas de acesso intermediario ao solvente
(Apéndice G).

Ao correlacionar os dados das predicbes com os alinhamentos entre
tripanossomatideos (Figura 14) encontramos zonas em comum que podem indicar
possiveis reagfes cruzadas em testes de imunodiagnéstico entre as Leishmanias,
contudo, muitas dessas zonas com determinantes imunogénicos ndo sao mantidos
em T. cruzi o que pode sugerir que a MPP néo reaja a soros sensibilizados ao T. cruzi.
Outro fato a ser visto sdo 0os aminoacidos que tiveram determinantes imunogénicos
em comum, o que sugere que fosforilacdes e glicosilagbes possam atuar como
haptenos e, assim, aumentar a imunogénicidade do residuo a qual estdo ligados
(Gribben e cols, 1990; Johnson, 2009; Chauhan e cols, 2013). Outro fato a ser visto &
gue a aquisicdo da rMPP podera mostrar em ensaios preliminares in vitro se havera
reagOes cruzadas com outros organismos que comumente s&o reconhecidos para
testes soroldgicos em caes, como Ehrlichia canis e Babesia, e em humanos, como T.
cruzi (Krawczak e cols, 2015; Ruithe e cols, 2016). Além disso, as areas de maior
potencial imunogénico poderdo ser usadas para criar quimeras, fato ja visto na
literatura que combinaram areas de maior imunogenicidade entre uma ou mais
proteinas e que resultaram no aumento de sua sensibilidade e especificidade do teste
(Bottino e cols, 2013; Ruithe e cols, 2016), como visto nos trabalhos de Soto e cols
(1998) e de Rosati e cols (2001) que conseguiram uma sensibilidade de 73-93% e
especificidade de 96-100%.
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Figura 14: Correlagao dos dados preditos em L. infantum contra sequéncias de outros trypanosomatideos. L. infantum
(ref XP_001464106.1), L. donovani (ref XP_003859287.1), L. major (ref XP_001681831.1), L. braziliensis (ref XP_001563211.2)
e T. cruzi (ref XP_814023.1) mostrando possiveis epitopos lineares de células B, possiveis sitios de glicosilacédo e fosforilacdo
encontradas na L. infantum. Todas referéncias disponiveis no banco de dados do NCBI
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5.3. Reacéo de Polimerizacdo em Cadeia (PCR)

A estratégia de realizar a analise preliminar in silico para depois tomar a deciséo
de prosseguir para testes in vitro foi citada por varios trabalhos que tiveram o intuito
de encontrar marcadores de diagndstico de parasitos (Faria, 2010; Carvalho e cols,
2011; Lima e cols, 2016). Ap6s a analise in silico decidimos que a MPP teria
gualidades imunogénicas para prosseguir para testes in vitro, com isso, desenhamos
0os primers que amplificariam a regido do gene que codifica a MPP (Tabela 1) e
realizamos as reacoes de amplificacao utilizando amostra de DNA total de Leishmania
chagasi. A padronizacdo dos primers (Figura 15A e Apéndice H) foi conduzida
segundo a metodologia de Taguchi, citada por Viljoen e cols (2005).

Os resultados da padronizacdo apontaram que a reacao | como insatisfatéria
devido a grande formacdo de dimeros de primers indicado pela seta vermelha na
Figura 15A (Viljoen e cols, 2005). A reacédo Il (Figura 15B) foi apontada como
satisfatéria, apresentando um bom sinal de banda e sem sinal de formacéo de
dimeros, a temperatura considerada 6tima para a reacao foi de 65°C encontrada no
produto com melhor sinal de banda. De acordo com a literatura, a padronizacao da
reacdo de PCR é necessaria para evitar a formacdo de dimeros de primers que
poderiam interferir em reacdes de ligacdo enziméatica entre produto da reacédo de PCR
com vetor de clonagem (Viljoen e cols, 2005).

Os amplicons de niumero 5 da Figura 15B e de numero 5 do Apéndice H foram
selecionados para serem ligados através da acao da enzima ligase ao vetor pPGEM-T
easy, conforme o item 4.5. A transformacgao e selecao bacterianas foram realizadas
de acordo com os itens 4.5.2 e 4.5.3. O DNA plasmidial foi extraido como indicado no
item 4.5.4.
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Figura 15: Imagem da padronizacdo das PCRs do gene LDBPK 130760 usando os primers
LC01/02 em gel de agarose a 0,8%. Reagbes de PCR em diferentes temperaturas de anelamento e
concentragtes de reagentes em A (reacéo ) e B (reacéo Il). Controle Negativo, uso de 2 pL de H20 tri-
destilada (@); produtos das reacges | e Il (1-8) e; Marcador de peso molelcular (Ladder) de 100pb Kasvi.
Seta preta indicando banda de altura de 1500pb. Seta vermelha mostrando resquicios de componentes

da reacdo de PCR.

Para confirmar a presenca do gene inserido na apos extracéo plasmidial, foi

realizada PCR usando 1 pL de DNA plasmidial com os primers respectivos para

validar a presenca do gene de interesse, como mostram as Figura 16A e Apéndice

H. Com isso, os clones foram selecionados e aliquotados, de acordo com o item 4.7,

para serem sequenciados.
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Figura 16: Analise em gel de agarose da presenca do gene LDBPK_130760 no DNA plasmidial
extraido. A Analise molecular por PCR do DNA plasmidial extraido. Marcador de peso molelcular
(Ladder) de 100pb kasvi; Controle Negativo, uso de 2 pL de H20O tri-destilada @, clones 1-14, controle
positivo (+) DNA total de Leishmania donovani. Seta preta indicando banda de 1500pb.Gel de agarose
a 0,8%.

5.4. Andlise do Sequenciamento

Dos 16 clones enviados para sequenciamento, aproximadamente 40,9% deles
apresentaram uma baixa qualidade do sequenciamento e foram descartadas devido
a impossibilidade de identificar a sequéncia de DNA amplificada. Cerca de 59,1%
foram alinhados com sequéncias contidas no banco de dados GenBank/NCBI para
identificar a identidade das sequéncias inseridas nos clones.

A analise do alinhamento das sequéncias pelas ferramentas Clustal O e
SnapGene permitiram identificar as sequéncias que tiveram insergdes, delecdes ou
trocas de bases, dessa forma, as sequéncias que tiveram mutacdes que alterariam na
codificacdo do padrdo de aminoacidos pertencentes a proteina foram removidas. A
Figura 17A mostra sequéncias alinhadas com o banco de dados GenBank/NCBI e
seus respectivos valores de E-value e similaridade, identificados na analise pela
ferramenta BLASTn. Os valores de similaridade mostraram-se significativos, sendo
gue 17/32 sequéncias apresentaram valores de identidade de 99% nas areas
reconhecidas como DNA de Leishmania donovani. O tamanho médio das sequéncias
dos clones foram de 655 nts, sendo que o maior corresponde a 901 nts e 0 menor de
140 nts.
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A

Leishmania donovani mitochondrial processing peptidase alpha subunit, putative (LDBPK_130760) mRNA, complete cds
Sequence ID: ref| XM_003859239.1|Length: 1587Number of Matches: 1

Score Expect Identities Gaps Strand

671 bits(363) 0.0 366/367(99%) 1/367(0%) Plus/Plus

Leishmania donovani mitochondrial processing peptidase alpha subunit, putative (LDBPK_130760) mRNA, complete cds
Sequence ID: reflXM_003859239.1|Length: 1587Number of Matches: 1

Score Expect Identities Gaps Strand

1057 bits(572 )0.0 586/592(99%) 4/592(0%) Plus/Plus

Leishmania donovani mitochondrial processing peptidase alpha subunit, putative (LDBPK_130760) mRNA, complete cds
Sequence ID: ref| XM_003859239.1|Length: 15687Number of Matches: 1

Score Expect Identities Gaps Strand

1413 bits(765) 0.0 767/768(99%) 0/768(0%) Plus/Plus

B

Leishmania donovani mitochondrial processing peptidase alpha subunit, putative (LDBPK_130760) mRNA, complete cds
Sequence ID: ref|XM_003859239.1|Length: 1587Number of Matches: 1

Score Expect Identities Gaps Strand

723 bits(391) 0.0 391/391(100%) 0/391(0%) Plus/Plus

Query 1 TTCCGCCGTGTAGTCGCTCCGGCGCCGGTGGCGGCCACCGCAGCCTGCGCTGGGCAGGCT 60
trrrrerreeerrerrrrerrrrrrrererrerrerrrrrrerrerrrrrrrrrerrred

Sbjct 4 TTCCGCCGTGTAGTCGCTCCGGCGCCGGTGGCGGCCACCGCAGCCTGCGCTGGGCAGGCT 63

Query 61 CGCAGCATCTACGAGTACAAGTTCGGTCAGACCCCCCTCACCCAACCGTTTGGCGGAACC 120
Frrerrrrerrrrerrrrrrerrrr e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 64 CGCAGCATCTACGAGTACAAGTTCGGTCAGACCCCCCTCACCCAACCGTTTGGCGGAACC 123
Query 121 TCTCGCCTGCCGCCTGGCCCCTCGTCGAAGCCTGCCCCGGTTGCTGCCGGGAAGGTGGAG 180
trrrerrerrrererrererrrerrerrerrrrrerrererrrrrrrrrrrrererrerd
Sbjct 124 TCTCGCCTGCCGCCTGGCCCCTCGTCGAAGCCTGCCCCGGTTGCTGCCGGGAAGGTGGAG 183
Query 181 ATCACGAAGCTGCACAACGGCGCGCGCGTCATCACGCACAACCTCGGTGGACCGTCGGTG 240
trrrrerrerrrrrrrrrerrrerrrerrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrel
Sbjct 184 ATCACGAAGCTGCACAACGGCGCGCGCGTCATCACGCACAACCTCGGTGGACCGTCGGTG 243
Query 241 TCCGTTGGTGCCTACATACTCGCCGGCCCCGCCTACGACCCACCGAGCGCGCCGGGCACG 300
trrrerrerrrererrerrrrrerrerrerrrrrerrrrerrrrrrrrrrrrrrerrend
Sbjct 244 TCCGTTGGTGCCTACATACTCGCCGGCCCCGCCTACGACCCACCGAGCGCGCCGGGCACG 303
Query 301 GGAGCCATGATGCACCTTGCCCTGACGACGAGCAACTACAATAATTCGCTGTTCCAGCTT 360
trrrrerrerrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrered
Sbjct 304 GGAGCCATGATGCACCTTGCCCTGACGACGAGCAACTACAATAATTCGCTGTTCCAGCTT 363
Query 361 GACCGCAACATTCGCAGTGTCGGCGCCGCCC 391
Lrrrrrrerrrrrerrerrerrrrrrrrend
Sbjct 364 GACCGCAACATTCGCAGTGTCGGCGCCGCCC 394

Figura 17: Andlise do sequenciamento dos clones. A Andlise por BLASTn (GenBank/NCBI) com
destaque para os valores de E-value, identidade e lacunas (Gaps) para cada um dos trechos do DNA.
B Alinhamento do clone 05 com o servidor de dados BLASTn (GenBank/NCBI), utilizando o hit de maior
escore encontrado.

Os clones de numero 5 (primers LC01/02 — Figura 16A) e 13 (primers LC10/11
— Apéndice H) foram eleitos para serem submetidos a midprep, conforme item 4.5.4,
devido ao alto escore obtido e continham minimas alteracdes nucleotidicas que néo
resultariam na troca de aminoacidos. Sequéncias com mutacdes do tipo insercéo ou
mutacéo foram descartadas, uma vez que tais alteracées poderiam gerar alteracdes
na fase de leitura do gene, alterando bastante a estrutura primaria da proteina a ser

gerada.
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5.5. Expresséo de proteina em sistema procarioto

Previamente a expressao de proteinas, foi realizada analise molecular por PCR
para verificar a presenca do gene que codifica a proteina XP_001464106.1 em
bactérias E. coli da linhagem Rosetta usando 1 uL da bactéria cultivada e submetido
a analise eletroforética em gel de agarose (Figura 18). Em base do resultado da PCR,
elegemos um dos clones, sendo eleito o de niumero 6, para prosseguir 0 experimento
e, por conseguinte, o0 modelo procarioto foi submetido a expressao de proteinas por
inducéo de IPTG. Os resultados do SDS-PAGE (Figura 19A) mostraram a proteina

sendo expressa em uma relacéo de indugéo por tempo no sistema procarioto.

1500bp

Figura 18: Verificacdo da presenca do gene LDBPK_130760 no vetor de expressdo apos
transformac&o bacteriana. Andlise molecular usando primers LC10/LC11. Marcador de peso
molelcular (Ladder) delKb Kasvi, g Controle Negativo, 1-6 Clones e + Controle Positivo (DNA
gendmico).

7 7z

Na mesma figura, € possivel sugerir que a proteina é encontrada
majoritariamente nas membranas e néo secretada, quando comparada as amostras
contendo somente sobrenadante. Na Figura 19B, ao analisar as amostras sonicadas,
verifica-se sua solubilidade. Comparando as amostras, vimos que a proteina se
encontram majoritariamente no extrato insolivel a qual acreditamos estar

correlacionado a formacao de corpos de inclusao
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Vetor Fechado Vetor + Gene Vetor Vazio Vetor +Gene
pellet pellet Meio de cultura  Meio de cultura
————

OH1H 2H 3H OH AH 2H 3HOHI1H 2H3HOHIH 2H3H

Vetor Fechado Vetor + Gene Vetor Vazio Vetor +Gene
Extrato Extrato Extrato soluvel Extrato soluvel
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OH 3H 64 OH 3H 6H OH 3H 6H OH 3H 6H

Figura 19: Analise da expressédo da rMPP em sistema procarioto em escala de tempo por inducao
de IPTG no meio de cultura e analise de solubilidade apds sonicacdo. A Andlise por SDS-PAGE
relacdo bactérias induzidas por IPTG x Tempo. B Relagdo bactérias ndo sonicadas x sonicadas.
Marcador de baixo peso molecular — Amersham (Ladder), vetor fechado n&o induzido pellet (Vg N-1 P),
vetor fechado induzido pellet (V@ | P), vetor fechado induzido sonicado pellet (Vg | Son P), vetor ligado
ao gene ndo induzido pellet (V+Gene N-I P), vetor ligado ao gene induzido pellet (V+Gene | P), vetor
ligado ao gene induzido sonicado pellet (V+Gene | Son P), vetor fechado n&o induzido sobrenadante
(Vo N-1 ' S), vetor fechado induzido sobrenadante (Vg | S), vetor fechado induzido sonicado
sobrenadante (Vg | Son S), vetor ligado ao gene néo induzido sobrenadante (V+Gene N-1 S), vetor
ligado ao gene induzido sobrenadante (V+Gene | S), vetor ligado ao gene induzido sonicado
sobrenadante (V+Gene | Son S). Seta vermelha indicando proteina de estudo.
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O clone de numero 6 (Figura 18) foi cultivado e, posteriormente, foi submetido
ao processo de purificacdo, conforme o item 4.11. A analise das fases da purificacdo
darMPP (Figura 20) indicou que ocorria o enriquecimento (aumento da concentracao)
da proteina heterdloga durante o processo de purificacéo e, também, verificou-se que
outras proteinas oriundas da bactéria estavam presentes no purificado, estas teriam
em sua composicao residuos de histidina que foram retidos pela matriz de zinco usada
pelo método de purificagdo por cromatografia de afinidade (Bornhorst e Falke, 2000;
Graslund e cols, 2008) e, a presenca destas proteinas poderiam influenciar os
resultados de outros ensaios, como no preparo das placas de ELISA ou , ate mesmo,

nos testes sorologicos.

Ny
0\6
bbé \& &

kDa NSRRI A 4
97.0
66.0
45.0
30.0 —

Figura 20: Etapas da purificacdo da rMPP do extrato insolUvel do sistema procarioto. Anélise das
etapas da purificacdo por SDS-PAGE. Marcador de peso molelcular (Ladder) Amersham de 97 kDa;
vetor fechado induzido 6 horas (V@ | P 6H), vetor + Gene induzido 6 horas (V+ Gene | 6H); Flow trhough
(FT), Wash (W); 1E Primeira elui¢do; 2E Segunda elui¢céo e 3E Terceira elui¢éo.

O resultado do imuno blotting com anticorpo anti-His Tag (Figura 21) detectou
proteinas com pesos moleculares préximos ao esperado de 57.656 kDa, foram
especuladas que as bandas proximos a 60 kDa seriam a rMPP, uma vez que a essa

proteina recebeu a adicdo da calda de histidina e, devido a isso, poderia ter
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aumentado a massa da rMPP. Na mesma imagem, encontramos diferentes
bandeamentos de menor massa que a rMPP, que de acordo com Mahmood e Yang
(2012), seriam proteinas degradas que geraram produtos de tamanhos variados.

<+—160.0

<+—110.0
<+— 80.0

<— 60.0
<+«— 50.0
<— 40.0

<«— 30.0

Figura 21: Deteccéo da rMPP por Western blotting com anticorpo anti calda de histidina da rMPP
de sistema procarioto. Western blotting do purificado. Bactéria com vetor fechado e induzida por 6
horas (V@ | 6H); Bactéria com vetor ligado ao gene induzida por 6 horas (V+Gene | 6H); Porcao insolivel
da Primeira eluicdo (P InsolGvel 1E); Porcao sollvel da Primeira eluicdo (P Sollvel 1E); Porcao
insoltvel da Segunda eluicdo (P Insoluvel 2E); Porcdo soltvel da Segunda eluigdo (P Insolavel 2E);
Marcador de peso molelcular (Ladder) Novex Invitrogen;.

5.6. Expresséo de proteina em modelo eucarioto

ApoOs 14 dias da eletroporacao das culturas de L. tarentolae, foram coletados
5 mL do cultivado e realizada extracdo de DNA, conforme o item 4.10.3, para analise
molecular por PCR da integracéo do gene de estudo no sistema eucarioto. O resultado
da PCR da cultura (Figura 22) sugeriu que o gene estava presente na L. tarentolae
transfectada quando comparado a cultura de L. tarentolae tipo selvagem. A cultura do
cinetoplastida com presenca do gene integrado foi submetida a sonicagdo com
tratamento de solugcdes sem/com uréia, item 4.10.4, e realizada purificacdo de
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proteina, conforme item 4.11, analisado por SDS-PAGE. O resultado seria uma
proteina com modificacbes semelhantes as encontradas em eucariotos
(trypanosomatideos) (Dortay e Mueller-Roeber, 2010; Niimi, 2012).

Figura 22: Analise molecular por PCR da presenca do gene LDBPK 130760 em L. tarentolae
transfectada usando os primers LC10/11. 1Kb Kasvi (Ladder); Negativo, uso de 2 pL de H20 tri-
destilada (@); L. tarentolae Wild Type (1); L. tarentolae eletroporada (2); Positivo, pGEM ligado ao gene
LDBPK_130760 (+*) e Positvo, DNA genémico de L. chagasi (+**).

A andlise por SDS-PAGE (Figura 23) indicou que as proteinas estavam eram
encontradas no extrato solivel da Leishamania tarentolae. Este fato era esperado
devido as mudancgas poOs-traducionais que ocorrem em organismos eucariotos e que

podem influenciar em sua solubilidade (Niimi, 2012).

Uréia - Uréia +

Figura 23: Etapas da purificacdo da rMPP de sistema eucarioto dos extratos sollivel e insolivel.
Amostras que receberam tratamento sem uréia (Uréia -) e amostras que receberam tratamento com
uréia (Uréia +); Ladder Amersham; L. tarentolae wild type (L WT), L. tarentolae transfectada com o gene
(L V+ Gene); L. tarentolae transfectada com o gene antes de sonicar (L V+ Gene A S) Flow trhough
(FT), Wash (W); 1E Primeira elui¢do; 2E Segunda eluicéo.
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O purificado foi submetido a western blotting com anticorpo anti-His Tag
(Figura 24) com intuido de verificar presenca da rMPP nas amostras do parasito total
transfectado e, como controle, o tipo selvagem. A analise do imunoblotting sugere que
a proteina esta sendo expressa no modelo eucarioto, contudo, sua expressao é menor
acentuada quando comparada ao sistema procarioto. Tal fato pode ser justificado pela
diferenca dos tempos de replicacdo entre os organismos. As proteinas de ambos os
sistemas foram quantificadas para uso posterior em analise imunoldgica contra soros

de cées por ELISA.

kDa

80.0»

60.0—>

50.0—»
40.0»

30.0>»

Figura 24: Detecc¢ao da rMPP por Western blotting com anticorpo anti calda de histidina da rMPP
de sistema eucarioto. L. tarentolae wild type (L WT*); L. tarentolae wild type (L WT**); L. tarentolae
transfectada contendo o gene (L V+ Gene); L. tarentolae transfectada antes de sonicar (L V+Gene A
S); Flow trhough (FT), Wash (W); 1E Primeira elui¢cdo; 2E Segunda eluicéo.

5.7.  Ensaio de Imunoabsorbancia Enzimatica - ELISA
Avaliando o potencial da rMPP para diagnéstico de LV, realizamos a analise
do preliminar do perfil sorolégico usando o método de ELISA, este método foi

escolhido para a relizacdo dos ensaios por ser amplamente aplicado em laboratérios
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de rotina devido a sua facil padronizacao e execucdo (Pereira; Sousa e cols, 2013).
Depois de escolhido o ensaio sorologico foram realizados o teste soroldgico
envolvendo 10 amostras de soro de cées, sendo 5 de cées infectados com a forma
visceral da doenca e 5 de cées sadios, uma vez que os animais infectados produzem
anticorpos especificos contra os parasitos do complexo L. donovani. Outro fato
importante consiste na auséncia desta proteina no organismo Canis familiaris, esse
dado pode indicar o uso desta metalo-peptidade em possivel diagndéstico. Infelizmente

nao foi possivel realizar a analise sorologica em soros de humanos.

Pelo imunoensaio ELISA, observou-se que, na Figura 25A e 25B, todos os
animais infectados apresentavam altas taxas de anticorpos especificos da classe IgG
nas diluicdbes de 1:50 e 1:100 com a rMPP, contudo, esta proteina do sistema
eucarioto (Figura 25B) também influenciavam animais nao infectados a apresentarem
niveis altos de IgG, fato ndo ocorrido no sistema procarioto. Somente nos ensaios
envolvendo a proteina heteréloga do sistema procarioto de 1:50 e 1:100 (Figura 25A)
houve resultados que estdo de acordo com o0s obtidos pelo Laboratério de
Leishmanioses, departamento de parasitologia — UFMG, que confirmaram a
positividade dos caes para leishmaniose visceral. A analise do ensaio na diluicdo de
1:1000 na Figura 25B revelou que esta tinha maior sensibilidade que as demais
diluicbes no ensaio do mesmo sistema, onde 80% dos animais infectados

apresentaram reatividade contra a proteina heterdloga.

Ao comparar as Figuras 25A e 25B, nota-se diferencas das taxas de 1gG
contra as proteinas heterélogas de ambos sistemas, esse fato pode estar relacionado
a qualidade da purificacao da rMPP, a qual acreditamos ter interferido nos resultados
de ELISA da rMPP de sistema eucarioto .Contudo, se ndo houvesse tal interferente,
as comparagOes dos resultados obtidos mostrariam que 0s ensaio em sistema
procarioto tiveram maior desempenho que o sistema eucarioto, porém, somente na
diluicdo 1:1000 que houve animais negativos acima do ponto de corte estimado, fato

nao ocorrido no sistema eucarioto.
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Figura 25: Avaliacdo de antigenicidade da proteina XP_001464106.1 dos sistemas procarioto e
eucarioto por ELISA. A Avaliacéo da proteina heter6loga obtida de sistema procarioto em diferentes
diluicdes de soro. * p value <0.001; ** p value <0.001; e *** p value <0.01. B Avaliacdo da proteina
heterdloga obtida de sistema eucarioto em diferentes diluigbes de soro. * p value <0.01; ** p value
<0.01; e *** p value <0.01.

Os dados do teste de ELISA das Figuras 25A e 25B foram submetidos a
analise estatistica de colunas. Os resultados obtidos pelo uso do teste t aplicados a
todos os ensaios foram p value <0.01, mostrando significancia estatistica (du Prel e
cols, 2009) e dando credibilidade na hipotese de uso desta proteina em possivel

diagnéstico para LV.

Diversos autores adotaram estratégias similares para idenfiticar um possivel
candidato a marcador de diagndstico (Carvalo e cols, 2011; Bottino e cols, 2013;
Menezes-Sousa e cols, 2014; Duthie e cols, 2016). A grande maioria dos autores fez
uso de proteinas recombinantes para imunoensaios e mostraram uma maior
sensibilidade e especifidade comparadas aos ensaios com uso extratos totais de
proteinas sollveis de Leishmania (Soto e cols, 1998; Maia e cols, 2012). Contudo, a
escolha do candidato a marcador para diagndstico com maior sensibilidade e
espeficidade dependera do grau de exclusividade (espécie ou género-especifico), isso
acarretard reducao em reagdes cruzadas entre espécies de organismos parasitarios
(Peacock e cols, 2007; Sousa e cols, 2013). Nosso resultado preliminar mostrou que
a rMPP pode discriminar caes infectados de cées sadios e que possui p value <0.01

gue valida a hipotese de uso deste antigeno como marcador de diagnostico, contudo,
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nos testes realizados por outros autores ha necessidade de aumentar nosso nimero
de amostra (n) para poder verificar se a rMPP pode realmente manter essa
discriminacéo de infectados e nado infectados (Bottino e cols, 2013; Menezes-Sousa e
cols, 2014; Gao e cols, 2015; Agallou e cols, 2016). Além disso, 0 aumento de n
amostral podera contribuir nos dados de reatividade de soros infectados com outras
espécies de tripanossomatideos e, assim, podera ser determinado sua sensibilidade,
especificidade, valores preditivos negativos e positivos. Se a rMPP tiver reatividade
com outros organismos podera ser, entdo, selecionada as é&reas de maior
antigenicidade que aparecam nos parasitos do complexo donovani e combina-las em
proteinas quimeras aumentando, assim, sua especificidade e sensibilidade como
visto, por exemplo, por Soto e cols (1998) e Rosati e cols (2001). Além disso,
combinacdes entre a proteina recombinante com outros marcadores ja usados
comercialmente (rK26 e rK39) poderiam aumentar sua sensibilidade e espeficidade,
além de eliminar reacfes cruzadas (Gao e cols, 2015; Vallur e cols, 2016) entre
organismos similares (T. cruzi), que podem ocorrer em humanos, ou micro-
organismos que ocorrem em canideos, como Ehrlichia canis e Babesia (Krawczak e
cols, 2015).

Por essas razdes, o novo candidado a marcador de diagnostico desenvolvido
pelo presente trabalho tem potencial para ser tornar um marcador de diagnéstico para
LV, contudo, necessita de novos testes para determinar sua sensibilidade,
especificidade e possiveis reacdes cruzadas, assim como ocorrido com outras
diversas proteinas recombinantes, entre elas k39, KMPII, Peroxidoxinas, LACK,
histonas nucleossomais (H2A, H2B, H3 e H4) e proteinas de choque térmico (HSP60,
70 e 83) (Menezes e cols 2015).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho avaliou a proteina metalopeptidase, cla ME, familia M16
para diagnostico de LV, os dados do imunoensaio (ELISA) mostraram significancia
estatistica, porém, faz-se necessario aumentar a amostra e realizar novos testes para
determinar sua sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo
negativo. Além disso, h& necessidade de verificar a ocorréncia de reacdes cruzadas
contra parasitos que causem a leishmaniose tegumentar, devido ao fato de que o gene
gue codifica tal proteina estar presente em genomas de outras espécies de

Leshmania.

Ha necessidade de verificar possiveis combinacdes entre a proteina
recombinante com marcadores ja encontrados comercialmente, analisando se ha

alteracdes em sua sensibilidade e especificade.

Contudo, o gene que traduz essa proteina ndo é totalmente presente no
genoma de espécies de T.cruzi, isso pode indicar uma atenuacdo das reacdes
cruzadas entre esses trypanosomatideos. Outras proteinas, também, foram citadas
como género-especificas na literatura e, com isso, se faz necessario o estudo de sua
expressdo entre espécies diferentes de Leishmania e a sua aplicagdo como

marcadores em diagnaostico.

A obtencédo da MPP recombinante possibilitar4 também o avanco em estudos
gue objetivem sua caracterizagdo funcional e bioquimica, como determinag¢do de
localizacdo intracelular e secrecdo (com uso de anticorpos especificos), tanto na
forma promastigota quanto amastigota. A futura cristalizac&o e resolucéo da estrutura
tridimensional da MPP possibilitaré o estudo e desenho de inibidores para ensaios de

cinética enzimética e de inibicao in vitro e in vivo.
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8. APENDICES

Apéndice A: Predicéo de epitopos lineares para células B. O ponto de corte padréo para definicdo de
um aminoéacido dentro de um epitopo é de 0,35, pela ferramenta Bepipred. Os dados, referentes a
coluna indicada por "?" indicam pela letra "E" quando o aminoacido é previsto como sendo parte de um
epitopo linear de célula B (pontuacdo acima do limiar) e
epitopos (pontuacéo abaixo do limiar). Para uma andlise conveniente, os dados foram precedidos pelos
simbolos de seus respectivos aminoacidos seguida por um'|' (barra vertical). No total 219 aminoacidos
foram incluidos em possiveis epitopos lineares para células B, equivalente a 41% dos aminoacidos da

proteina.
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QUERY BEPIPRED-1.0B EPITOPE 473 473 0.350 D|E
QUERY BEPIPRED-1.0B EPITOPE 475 475 0.549 D|E
QUERY BEPIPRED-1.0B EPITOPE 476 476 0.709 S|E
QUERY BEPIPRED-1.0B EPITOPE 477 477 0.982 T|E
QUERY BEPIPRED-1.0B EPITOPE 478 478 0.687 L|E
QUERY BEPIPRED-1.0B EPITOPE 479 479 0.638 A|E
QUERY BEPIPRED-1.0B EPITOPE 480 480 0.407 T|E
QUERY BEPIPRED-1.0B EPITOPE 510 510 0.400 S|E
QUERY BEPIPRED-1.0B EPITOPE 511 511 0.488 L|E
QUERY BEPIPRED-1.0B EPITOPE 512 512 0.429 Y|E
# ___________________________________________________________________________
Apéndice B: Proteinas idénticas encontradas no banco de dados do NCBI
Source CDC Region in Nucleotide Protein Name Organism Strain Superkingdor]
ReqgSeq NC 018240.1:276214-277800 XP 003859287.1 mitochondrial Leishmania BPK282A | Eukaryota
() - processing donovani 1
peptidase alpha
subunit, putative
[Leishmania
donovani]
ReqSeq XM _003859239.1:1-1587 (+) XP 003859287.1 mitochondrial Leishmania BPK282A Eukaryota
processing donovani 1
peptidase alpha
subunit, putative
[Leishmania
donovani]
ReqSeq NC 009397.2:273558-275144 XP_001464106.1 metallo-peptidase, Leishmania JPCM5 Eukaryota
(O] Clan ME, Family M16 | infantum JPCM5
[Leishmania
infantum JPCM5]
ReqgSeq XM _001464069.1:1-1587 (+) XP_001464106.1 metallo-peptidase, Leishmania JPCM5 Eukaryota
Clan ME, Family M16 | infantum JPCM5
[Leishmania
infantum JPCM5]
INSDC FR799600.2:276214-277800 (- | CBZ32575.1 mitochondrial Leishmania BPK282A Eukaryota
) processing donovani 1
peptidase alpha
subunit, putative
[Leishmania
donovani]
INSDC FR796445.1:273558-275144 (- | CAM66482.1 metallo-peptidase, Leishmania JPCM5 Eukaryota
) Clan ME, Family M16 | infantum JPCM5

[Leishmania
infantum JPCM5]
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_018240.1?from=276214&to=277800&strand=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_018240.1?from=276214&to=277800&strand=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003859287.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=5661
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=5661
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XM_003859239.1?from=1&to=1587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003859287.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=5661
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=5661
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_009397.2?from=273558&to=275144&strand=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_009397.2?from=273558&to=275144&strand=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_001464106.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=435258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=435258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XM_001464069.1?from=1&to=1587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_001464106.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=435258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=435258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FR799600.2?from=276214&to=277800&strand=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FR799600.2?from=276214&to=277800&strand=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CBZ32575.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=5661
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=5661
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FR796445.1?from=273558&to=275144&strand=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FR796445.1?from=273558&to=275144&strand=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CAM66482.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=435258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=435258

Apéndice C: Enzimas que atuam cortando o gene LDBPK 130760 (c6digo de
XM_001464069.1) Dados NebCutter.

Specificity Cuts Specificity Cuts

Aatll G.ACGT C FspEl CC(N)12 NNNN.
Accl GT MK.AC Fspl TGC.GCA
Acil C CG.C Haell R.GCGC Y
Afel AGC.GCT Haelll GG.CC
Ahd| GACNN.N NNGTC Hgal GACGC(N)s (N)s.
Alul AG.CT Hhal G.CG C
AlWNI CAG.NNN CTG HinP1l G CG.C
ApeKI G CWG.C Hincll GTY.RAC
Avall G GWC.C Hinfl G ANT.C
BaeGl G.KGCM C Hpall C CG.G
Banl G GYRC.C Hphl GGTGA(N)7.N"
Banll G.RGCY C Hpy166i GTN-NAC
Bbvl GCAGC(N)s NNNN. Hpy188I TC.N GA
Becl CCATCNNNN N. Hpy188llI TC NN.GA
BceAl ACGGC(N)12 NN. Hpy99l .CGWCG”
Bcgl NN (N)10CGA(N)sTGC(N)10.NN HpyAV CCTTC(N)s.N
BcoDlI GTCTCN NNNN. HpyCHA4III AC.N'GT
Bfal C TA.G HpyCH4IV A CG.T
BfuAl ACCTGCNNNN NNNN. HpyCH4V TG.CA
BfuCl "GATC. Kasl G GCGC.C
Bgll GCCN.NNN NGGC LpnPI CCDG(N)10 NNNN.
Bmrl ACTGGGNNNN.N~ Mbol "GATC.
Bpml CTGGAG(N)14.NN Mboll GAAGA(N)7.N
BsaBl GATNN.NNATC MIuClI TAATT.
BsaH GR CG.YC My GAGTC(N)s.
BsaJl C CNNG.G Mnll CCTC(N)saN
BsaXI NNN"(N)sAC(N)sCTCC(N)7.NNN "~ MspALl CMG.CKG
BseRI GAGGAG(N)s.NN~ Mspl C CG.G
BseYI C CCAG.C MspJl CNNR(N)s NNNN.
Bsgl GTGCAG(N)14.NN~ Mwol GCNN.NNN NNGC
BSiEl CG.RY CG Nael GCC.GGC
BsiHKAI G.WGCW C Narl GG CG.CC
BsiwI C GTAC.G Ncil CC S.GG
BslI CCNN.NNN NNGG NgoMIV G CCGG.C
BsmAl GTCTCN NNNN. Nlalll .CATG
BsmBl CGTCTCN NNNN. NlalVv GGN-NCC
Bsml GAATG.CN~ NmeAlll GCCGAG(N)19.NN~
Bsp1286l G.DGCH C Not| GC GGCC.GC
BspCNI CTCAG(N)7.NN~ Nrul TCG.CGA
BspMI ACCTGCNNNN NNNN.. Nspl R.CATG Y
BspQl GCTCTTCN NNN.. Plel GAGTCNNNN N.
BsrBI CCG.CTC PIUTI G.GCGC C
BsrDI GCAATG.NN PspGl "CCWGG.
BsrFl R CCGG.Y Pstl C.TGCA G
Bsrl ACTG.GN~ Pvull CAG.CTG
BssHII G CGCG.C Rsal GT.AC
BssSI C ACGA.G Sacl G.AGCT C

ref
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BStAPI GCAN.NNN NTGC Sall G TCGA.C
BstNI CC W.GG Sapl GCTCTTCN NNN.
BstUI CG.CG Sau3Al "GATC.
BstXI CCAN.NNNN NTGG Sau96l G GNC.C
Btg| C CRYG.G ScrFl CC'N.GG
BtgZI GCGATG(N)10 NNNN. SexAl A’CCWGG.T
BtsCl GGATG.NN~ SfaNI GCATC(N)s NNNN.
Btsl GCAGTG.NN stcl C'TRYA.G
BtsIMutl CAGTG.NN~ Sfol GGC.GCC
Cacsl GCN.NGC SgrAl CRTCCGG:YG
CspCl NN"(N)1:CAA(N)sGTGG(N)10.NN Sphl G.CATG C
CviAll CAT.G Stul AGG.CCT
CviKI-1 RGLCY StyD4l _CCNGG.
CviQl G TA.C Styl C CWWG.G
Ddel C TNA.G Tag| T CG.A
Dpnl GA.TC THil G AWT.C
Dpnll "GATC. Tsel G CWG.C
Drd| GACNN.NN NNGTC Tsp45l GTSAC. _
Eael Y GGCC.R TspRI -NNCASTGNN
Eagl c GGCC.G Xcml Cﬁﬁm_'}'gé'\'
Earl CTCTTCN NNN. Zral GAC.GTC
Ecil GGCGGA(N)o.NN"

Eco53kI GAG.CTC

EcoP15l CAGCAG(N)25 NN.

Fatl "CATG.

Faul CCCGCNNNN NN.

FnudHI GC N.GC

Fokl GGATG(N)s NNNN.
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Color key for alignment scores

<40 40-50 50-80 80-200
Query —

I | |
1 300 600 900

|
1200

>

D inti Max
escription SesE
L Leishmania infantum JPCM5 metallo-peptidase, Clan ME, Family M16 partial mMRNA 2863

L Leishmania donovani mitochondrial processing peptidase alpha subunit, putative (LDBPK_1Z 2854

L Leishmania major strain Friedlin metallo-peptidase, Clan ME, Family M16 (LMJF 13 0870)n 2605
L Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 metallo-peptidase, Clan ME, Family M16 parti 2470
L Leishmania panamensis mitochondrial processing peptidase alpha subunit. putative partial m 1873
L Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 putative mitochondrial processing peptidase al, 1869

Total
score

2863
2854
2605
2470
1873
1869

Query
cover

100%
100%
100%
100%
100%
100%

value
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Ident

100%
99%
96%
95%
86%
86%

Accession

XM

001464069.1

XM

003859239.1

XM

001681779.1

XM

0038732391

XM

010698856.1

XM

001563161.2

Apéndice D - Sequéncias com similaridade ao gene LDBPK_ 130760 (ref XM_001464069.1):
Comparacdo do gene que codifica a proteina XP_001464106.1 com parasitos da familia

Trypanosomatidae.
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Localization prediction in plant
== Summary of subcellular localization prediction

Protein Identifier Predicted Localization
Intermediate localization prediction
intermediate localization predictions

query Chloroplast 6 Not Secreted,Not
Chloroplast,Chloroplast 5,5,8,8

Localization prediction in animal
== Summary of subcellular localization prediction

Protein Identifier Predicted Localization
Intermediate localization prediction
intermediate localization predictions

query Mitochondria 6 Not Secreted,Not
2,7,10

Localization prediction in prokaryotes
== Summary of subcellular localization prediction

Protein Identifier Predicted Localization
Intermediate localization prediction
intermediate localization predictions

query Cytoplasmic 2 Cytoplasmic

Prediction of Nuclear Localization Signals (NLS)

This protein does not contain a nuclear localization signal

using LOCtree ==

Reliability Index
Reliability index of

Nuclear,Mitochondria

using LOCtree ==

Reliability Index
Reliability index of

Nuclear,Mitochondria

using LOCtree ==

Reliability Index
Reliability index of

or

Apéndice E: Predicdo da localizagdo subcelular da proteina pela ferramenta PredictionProtein.
Os dados sugeridos pelo servidor possuem 74% de precisdo para organismos eucariotos que nao
sejam plantas, 70% para plantas e 84% para organismos procariotos.
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Correlagao Pontos de Acesso e Epitopos Lineares de Celulas B
L B R S . S S A S . T 2. S .
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Apéndice F: Correlagdo dos dados do PredictProtein com BepiPred. Barra em azuis regibes
expostas da proteina com acesso ao solvente; Barras em Amarelo, regides da proteina sem acesso ao
solventre; Barras em vermelho, epitopos sugeridos pelos programas de predi¢do; area ndo marcada
entre as cores amarelo e azul correspondem a pontos de acesso intermediarios. Ponto de corte padréo
BepiPred de 0.35 e; Dados PredictionProtein com Porcentagem de acerto de 72%.
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SegName Residue 0O-GlcNAc Potential Thresh. Thresh. NetPhos
YinOYang?
result (o—glcnac) (1) (2) potential
(Thresh=0.5)
seq.1 14 T + 0.5346 0.4818 0.5998
seq.l 35 T ++ 0.5847 0.4396 0.5429
seqg.l 49 §* ++ 0.4547 0.3473 0.4186 0.773 *
seqg.1l 50 s ++ 0.5278 0.3670 0.4451
seq.l 82 S + 0.5100 0.4853 0.6045
seq.l 101 T + 0.5072 0.4479 0.5541
seq.l 111 T + 0.5149 0.4692 0.5828
seq.1l 155 s + 0.4342 0.3925 0.4795
seq.l 159 T +++ 0.6899 0.4363 0.5385
seqg.l 160 s* ++ 0.5937 0.4356 0.5375 0.689 *
seqg.l 161 S + 0.5000 0.4266 0.5254
seq.l 262 S + 0.5413 0.4648 0.5769
seq.1l 273 s* ++ 0.6474 0.5048 0.6308 0.559 *
seqg.l 294 sS* + 0.4580 0.44006 0.5443 0.943 *
seqg.l 398 s + 0.4846 0.4753 0.5910
seq.1l 422 T + 0.5052 0.4964 0.6195
seq.l 434 S* +++ 0.6492 0.4386 0.5416 0.688 *
seqg.1l 474 S + 0.4444 0.4286 0.5281
3; " ':lE 33 4 41 4 43 44 45 il IJ 48 49 5‘0 5.1 8] 5 54 i 5 [3 5: ﬁli ElQ
- 1 — 7
]
| I I I I I ]
: 3:3 ! r‘r'. -I| ;,F r' gl-t G‘ﬁ ; 'e" EIE ‘G 'i: |!‘ Vil ‘Y V'|I4 V'{ﬁ ‘,;"J “ \"l ‘iﬂ ] \!
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]
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— ] — | —
|
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Apéndice G: Correlagao dos dados obtidos pela analise in silico. A Correlacdo entre os dados
obtidos pelos servidores NetPhos e YinoYang. B Correlacdo dos dados da analise in silico. Pontos de
acesso ao solvente dos residuos expostos ao solvente da proteina em Azul; pontos de acesso
enterrados ao solvente da proteina em Amarelo; area ndo marcada entre as cores amarelo e azul
correspondem a pontos de acesso intermedidrios; epitopos lineares para células B sugeridos em
vermelho; possiveis sitios de fosforilagdo em verde e; possiveis glicositios sugeridos em preto. Ponto
de corte padréo BepiPred de 0.35 e; Ponto de corte padrdo NetPhos de 0.5 e; Dados PredictionProtein
com Porcentagem de acerto de 72%.
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Apéndice H: Padronizacdo das PCRs. A Reac¢des de PCR em diferentes temperaturas de anelamento
usando a reacéo Il. Controle Negativo (@); produtos 1-6 e; Ladder de 1Kb Kasvi. Seta preta indicando
banda de altura de 1500pb. B. Analise eletroforética da bactéria transformada. C. Analise molecular
por PCR do DNA plasmidial extraido. Ladder 1Kb kasvi, Controle Negativo (@), clones 01-06, Controle
Positivo (+) DNA genémico de Leishmania chagasi. Seta preta indicando banda de 1500pb.
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CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment

Reverso

XM 001464069.1

Padrao

Reverso

XM 001464069.1

Padrao

Reverso

XM 001464069.1

Padrao

Reverso

XM_001464069.1

Padrao

Reverso

XM_001464069.1

Padrao

Reverso

XM 001464069.1

Padrao

Reverso

XM _001464069.1

Padrao

Reverso

XM _001464069.1

Padrao

Reverso

XM 001464069.1

Padrao

Reverso

XM 001464069.1

Padrao

Reverso

XM _001464069.1

Padrao

Reverso

XM 001464069.1

ATGTTCCGCCGTGTAGTCGCTCCGGCGCCGGTGGCGGCCACCGCAGCCTGCGCTGGGCAG
ATGTTCCGCCGTGTAGTCGCTCCGGCGCCGGTGGCGGCCACCGCAGCCTGCGCTGGGCAG

GCTCGCAGCATCTACGAGTACAAGTTCGGTCAGACCCCCCTCACCCAACCGTTTGGCGGA
GCTCGCAGCATCTACGAGTACAAGTTCGGTCAGACCCCCCTCACCCAACCGTTTGGCGGA

ACCTCTCGCCTGCCGCCTGGCCCCTCGTCGAAGCCTGCCCCGGTTGCTGCCGGGAAGGTG
ACCTCTCGCCTGCCGCCTGGCCCCTCGTCGAAGCCTGCCCCGGTTGCTGCCGGGAAGGTG

GAGATCACGAAGCTGCACAACGGCGCGCGCGTCATCACGCACAACCTCGGTGGACCGTCG
GAGATCACGAAGCTGCACAACGGCGCGCGCGTCATCACGCACAACCTCGGTGGACCGTCG

GTGTCCGTTGGTGCCTACATACTCGCCGGCCCCGCCTACGACCCACCGAGCGCGCCGGGTC
GTGTCCGTTGGTGCCTACATACTCGCCGGCCCCGCCTACGACCCACCGAGCGCGCCGGGC

ACGGGAGCCATGATGCACCTTGCCCTGACGACGAGCAACTACAATAATTCGCTGTITCCAG
ACGGGAGCCATGATGCACCTTGCCCTGACGACGAGCAACTACAATAATTCGCTGTTCCAG

CTTGACCGCAACATTCGCAGTGTCGGCGCCGCCCAGTCGCACTTCGAGAAGCACAAGCAC
CTTGACCGCAACATTCGCAGTGTCGGCGCCGCCCAGTCGCACTTCGAGAAGCACAAGCAC

TACATCGGCATTCGCATCGACGCCCGCGCCGACAAGTGGAAGAGCGCCGCGCCGACGTCA
TACATCGGCATTCGCATCGACGCCCGCGCCGACAAGTGGAAGAGCGCCGCGCCGACGTCA

TCGCTTTCACAGCGGCGGCAGCTGCAGAACCAGAAGCAAGCGGAGCAGCAGTTCTCGTTG
TCGCTTTCACAGCGGCGGCAGCTGCAGAACCAGAAGCAAGCGGAGCAGCAGTTCTCGTTG

AATCTGGTGCAGGACAACATCTTTACCTGCATCGCCGCGCCCCGCTTCCACGAGCCGGAT
AATCTGGTGCAGGACAACATCTTTACCTGCATCGCCGCGCCCCGCTTCCACGAGCCGGAT

GTGGAGCGCTTCCGTGACACCATTGACAACCAGGTCGAGGAGCTCCGCTGGCAATGCCCA
GTGGAGCGCTTCCGTGACACCATTGACAACCAGGTCGAGGAGCTCCGCTGGCAATGCCCA

————————————————————————— AGACGGTTGCCTTCTACCTTGA---GCCGTCGGCA
GCCGAGTACGCGAAGCAGATGCTGGAGACGGTCGCCTTCTACCGTGAGCCGCTCGGCAAC

Padrao GCCGAGTACGCGAAGCAGATGCTGGAGACGGTCGCCTTCTACCGTGAGCCGCTCGGCAAC
khkkhhkhk khhhkhkhhhkhhdh dkk *k
Reverso CCTCGCTTCGTGCCGGCGATGAGCAACGGCATCATT tCGAGCAGCGTACTGCTGGAGCAG

XM_001464069.1

CCTCGCTTCGTGCCGGCGATGAGCAACGGCATCATTTCGAGCAGCGTACTGCTGGAGCAG

Padrao CCTCGCTTCGTGCCGGCGATGAGCAACGGCATCATTTCGAGCAGCGTACTGCTGGAGCAG
Fkdkdkdkkkkdkhhkddk ok ok kh ko dok ok dodk ok ok dok ok dkdkok ok ok ko h ok dek ko k ok ok k ok Ak ok
Reverso TACAGCC-GTACGTCGTGCCGTCGCGCGTCGTCGTCTCCGGCGTCAACGTCGATCACGCC

XM 001464069.1

TACAGCCGCTACGTCGTGCCGTCGCGCGTCGTCGTCTCCGGCGTCAACGTCGATCACGCC

Padrao TACAGCCGCTACGTCGTGCCGTCGCGCGTCGTCGTCTCCGGCGTCAACGTCGATCACGCC
Khhhhhh  AAAKRA KA R A A AR A AR I AR AR A AR A AR kAR A AR AR A AR Ak A hhhArhhrk
Reverso GCGCTGATTGCCGAGTACGAGAACACCCCGTTCCCACACTCCGCCTCGGCACCGCACCAC

GCGCTGATTGCCGAGTACGAGAACACCCCGTTCCCACACTCCGCCTCGGCACCGCACCAC

XM 001464069.1

Padrao GCGCTGATTGCCGAGTACGAGAACACCCCGTTCCCACACTCCG—————————————————

Apéndice I: Alinhamento multiplo do sequenciamento do clone 03 com dados do GenBank.
Alinhamento entre a sequéncia do clone 03 com sequéncia do gene XP_001464106.1.
Sequenciamento com primer padrédo T7 (Padréo), sequenciamento com primer reverso SP6 (Reverso)
e referéncia do banco de dado GenBank (XM.001464106.1). *** Areas em comum entre todas as
sequencias.
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CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment

Reverso

XM _001464069.

Padrao

Reverso

XM 001464069.

Padrao

Reverso

XM 001464069,

Padrao

Reverso

XM 001464069.

Padrao

Reverso

XM _001464069.

Padrao

Reverso

XM 001464069.

Padrao

Reverso

XM _001464069.

Padrao

Reverso

KM _001464069.

Padrao

Reverso

XM _001464069.

Padrao

Reverso

XM _001464069.

Padrao

Reverso

XM 001464069.

Padrao

Reverso

XM 001464069.

Padrao

Reverso

XM _001464069.

Padrao

Reverso

XM _001464069.

Padrao

Reverso

XM 001464069.

Padrao

ATGTTCCGCCGTGTAGTCGCTCCGGCGCCGEGTGGCGGCCACCGCAGCCTGCGCTGGGCAG
——-TTCCGCCGTGTAGTCGCTCCGGCGCCGGTGGCGGCCACCGCAGCCTGCGCTGGGCAG

GCTCGCAGCATCTACGAGTACAAGTTCGGTCAGACCCCCCTCACCCAACCGTTTGGCGGA
GCTCGCAGCATCTACGAGTACAAGTTCGGTCAGACCCCCCTCACCCAACCGTTTGGCGGA

ACCTCTCGCCTGCCGCCTGGCCCCTCGTCGRAAGCCTGCCCCGGTTGCTGCCGGGAAGGTG
ACCTCTCGCCTGCCGCCTGGCCCCTCGTCGAAGCCTGCCCCGGTTGCTGCCGGGAAGGTG

GAGATCACGAAGCTGCACAACGGCGCGCGCGTCATCACGCACAACCTCGGTGGACCGTCG
GAGATCACGAAGCTGCACAACGGCGCGCGCGTCATCACGCACAACCTCGGTGGACCGTCG

GTGTCCGTTGGTGCCTACATACTCGCCGGCCCCGCCTACGACCCACCGAGCGCGCCGGGC
GTGTCCGTTGGTGCCTACATACTCGCCGGCCCCGCCTACGACCCACCGAGCGCGCCGGGC

ACGGGAGCCATGATGCACCTTGCCCTGACGACGAGCAACTACAATAATTCGCTGTTCCAG
ACGGGAGCCATGATGCACCTTGCCCTGACGACGAGCAACTACAATAATTCGCTGTTCCAG

CTTGACCGCAACATTCGCAGTGTCGGCGCCGCCCAGTCGCACTTCGAGAAGCACAAGCAC
CTTGACCGCAACATTCGCAGTGTICGGCGCCGCCC—— === === === ———————————————

Apéndice J: Alinhamento multiplo do clone 5 sequenciado com dados do GenBank. Alinhamento
entre do clone 05 (primers LC01/02) com sequéncia do gene XP_001464106.1. Sequenciamento com
primer padrao T7 (Padrao), sequenciamento com primer reverso SP6 (Reverso) e referéncia do banco
de dado GenBank (XM.001464106.1).
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Xmnl 1994
Scal

Nael

1875 2692
f1 ori

Amp’ pGEMe-T

Vector
(3000bp)

ori

T7 Transcription Start

5 ... TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG
3... ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC

T7 Promoter

CCATG GCCGC GGGATT3

CIEGTAC (I:(Iacace C(IJCTA (ctoned insert)

lacZ w

T T

17 1

Apal
Aatll
Sphl
BstZI
Ncol
Sacll

Spel
Notl
BstZI
Pstl
Sall
Ndel
Sacl
BstXI|
Nsil

T sps

1
14
20
26
31
37
46

55
62
62
73
75
82
94
103
112
126

start

0356VA04_3A

CTCCC GGCCG
GAGGG CCGGC

Apal

Aatll

Sphl Bs

tZl

ATCAC TAGTG CGGCC GCCTG CAGGT CGACC ATATG
3’TTAGTIG ATCPﬁ GCCGG CGllCT‘AC GTCCA GCTGG TATAC

Ncol Sacll

SP6 Transcription Start

GGAGA GCTCC CAACG CGTTG GATGC ATAGC TTGAG TATTC TATAG TGTCA CCTAA AT...
CCTCT CGAGG GTTGC GCAAC CTACG TATCG AACTC ATAAG ATATC ACAGT GGATT TA ..

Sacl BstXI Nsil

Spel

Notl

BstZI

Pstl Sall

Ndel

SP6 Promoter

Anexo B: Mapa de restricdo do sitio de clonagem do vetor pGEM-T (Promega).
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gl €—

col
lal
all €¢—
Xbal c
bl hel .
a e
stuffer
spCl
oi PLEXSY-2 e Kenl <
E.c.
9 kbp otl
3’ssu utr2
utr3
Spel
Bglll Ncol Slal signal peptide sall SPCS Xbal
AGA TCT GCC ATG GCC TCG AGG CTC GTC CGT GTG CTG GCC GCC GCC ATG CTG GTT GCA GCG
TCT AGA

GCC GTG TCG GTC GAC GCT GGC GCC TCT CTA GAC
CGG TAC CGG AGC TCC GAG CAG GCA CAC GAC CBG CBG CGG TAC GAC CAA CGT CGC CGG CAC AGC CAG CTG CGA CCG CGG AGA GAT CTG
‘et Aja Ser Arg Leu Val Arg Val Leu Ala Ala AlaMet Leu Val Ala Ala Ala Val Ser Val Asp Ala Gliy Ala Ser Leu Asp

stuffer Nhel  Aflll Kpnl His6 stretch

Notl
nannnnnRnnannnnnnannnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn GCT AGC CTT AAG GGT ACC CAC CAC CAT CAC CAC CAC TAG GCGGCCGC
naRRRRARRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRnnnnaRnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn CGA TCG GAA TTC CCA TGG GTG GTG

GTA GTG GTG GTG ATC CGCCGGCG
YAja Ser Leu Lys Gly Thr His His His His His His ++*

Anexo C: Mapa de restricdo do sitio de clonagem do vetor pLEXSY-2 (Jena Bioscience).
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PET upstream primer #69214-3 o
—» Bglll _

Xho 1(158)
Not I(166)
Eag I(166)
Hind ll1(173)
Sal I(179)
Sac I(190)
EcoR 1(192)
BamH I(198)
Nhe (231
Bpu1102 I(80) N I:zsa}
Nco 1(296)
Xba 1(335)
Bgl ll(401)
SgrA 1(442)

Sph 1(598)

Dra lll(5127)

Pvu 1(4426)
Sgf 1(4426)

Sma 1(4300)

Mlu 1(1123)

—
% Bcl 1(1137)
Cla 1(4117) =
Nru 1(4083) 3 BstE 11(1304)
w
pET-28a(+) = || \Apa I(1334)
(5369bp) &
»

Eco57 1(3772)

AlwN I(3640)

BssS 1(3397) PshA 1(1968)

BspLU11 1(3224) Bgl 1(2187)
Sap 1(3108) Fsp 1(2205)
Bst1107 1(2995) Psp5 11(2230)

Tth111 1(2969)

T7 promoter primer #69348-3

T7 promoter

lac operator Xbal rbs

EcoR V(1573)
Hpa I(1629)

AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAAT TGTGAGCGGATAACAAT TCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA

Neo | His*Tag Ndel Nhel T7+Tag
TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGECTGGTGECGCGCGGCAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGLAA
MetGlySerSerHisHisHisHisHisHisSerSerGlyLeuValProArgGlySerHisMetAlaSerMetThrGlyGlyGInGin
- T
Eag| thrombin
BamH | EcoR | Sac| Sall Hindlll __Notl  Xhol His*Tag
ATGGGTCGCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC

pET-28a(+)
MetGlyArgGlySerGluPheGluLeuArgArgGIinAlaCysGlyArgThrArgAlaProProProProProlLeuArgSerGlyCysEnd
. .GGTCGGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC pET-28b(+)
..GlyArgAspProAsnSerSerSerVal AsplysLeuAlaAlaAlaleuGluHisHisHisHisHIsHIisEnd
.GGTCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC pET-28c (+)
.GlyArglleArglleArgAlaProSerThrSerLeuArgProHisSerSerThrThrThrThrThrThrGlulleArgleuleuThrLysPro.
Bpu1102 | T7 terminator

GAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGETGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGEGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGETTTTTTG

— P
T7 terminator primer #69337-3
pET-28a-c(+) cloning/expression region

Anexo D: Mapa de restri¢cao do sitio de clonagem do vetor pET-282 (+) (NovaGen).
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