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RESUMO

Parasitas flagelados do género Leishmania, agentes etiolégicos da leishmaniose,
apresentam como importante fator de viruléncia a protease GP63, codificada por
um numero grande de genes paralogos localizados em cromossomos distintos (10,
28 e 31). O significado funcional destes multiplos paralogos permanece
desconhecido, porém estudos prévios implicaram os genes localizados no
cromossomo 10 na patogénese no hospedeiro mamifero. Estes genes foram
classificados em grupos diferentes baseados na extremidade C-terminal dos
respectivos polipeptidios. Este estudo buscou avaliar representantes desses
grupos quanto a sua expressao e localizacdo subcelular em L. braziliensis e L.
infantum, buscando identificar diferencas funcionais. Para isso foram utilizados
soros produzidos contra peptideos encontrados em GP63 de L. braziliensis, sendo
dois encontrados em paralogos especificos e um terceiro conservado em todos
aqueles com genes localizados no cromossomo 10. Testes com proteinas
recombinantes primeiro nos permitiram confirmar especificidades distintas em
relacdo aos paralogos de GP63 para os anticorpos gerados. Estes foram entao
utilizados para se avaliar a expressdo da proteina ao longo de curvas de
crescimento de formas de vida de ambas as espécies. Com isso observou-se a
expressao muitas vezes simultanea, porém com perfis distintos, de diferentes
paralogos. Perfis distintos de localizagado subcelular também foram identificados
com os diferentes anticorpos em fracdes proteicas dos parasitas produzidas com
digitonina. Por fim, ensaios de imunofluorescéncia confirmaram a localizagdo em
membrana de ao menos um grupo de paralogos. Estes estudos evidenciam
diferengas claras entres paralogos distintos que, entretanto, ainda necessitam ser

melhor caracterizadas.

PALAVRAS-CHAVE: Proteina de viruléncia. Genes paralogos. Leishmania.



ABSTRACT

Flagellated parasites of the Leishmania genus, etiologic agents of leishmaniasis,
have the protease GP63 as an important virulence factor, encoded by a large
number of related genes localized on different chromosomes (10, 28 and 31). The
functional significance of these multiple paralogues remains unknown, but previous
studies have implicated genes localized on chromosome 10 in the pathogenesis of
the mammalian host. These genes were classified into different groups based on
the C-terminal end of the respective polypeptides. This study sought to evaluate
representatives of these groups regarding their expression and subcellular location
in L. braziliensis and L. infantum, seeking to identify functional differences. For this,
sera produced against peptides found in L. braziliensis GP63 were used, two found
in specific paralogues and a third preserved in all those encoded by genes localized
on chromosome 10. Tests with recombinant proteins first allowed us to confirm
distinct specificities in relation to the GP63 paralogues for the generated antibodies.
These were then used to evaluate the protein’s expression along growth curves of
life forms of both species. As a result, mostly simultaneous expression, but with
different profiles, were observed for different paralogues. Different profiles of
subcellular location were also identified with the different antibodies in parasite’s
protein fractions produced with digitonin. Finally, immunofluorescence assays
confirmed the membrane location of at least one group of paralogues. These studies
show clear differences between different paralogues that, however, still need to be

better characterized.

KEY-WORDS: Virulence protein. Paralog genes. Leishmania.
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1 INTRODUGAO

A leishmaniose € uma doenga tropical considerada como um grave problema
de saude publica mundial, afetando até 1,6 milhdes de pessoas por ano em todo o
mundo, principalmente em paises em desenvolvimento. E por isso categorizada
pela Organizagdo Mundial de Saude como uma doenga tropical negligenciada. Esta
enfermidade é causada por protozoarios flagelados da familia Trypanossomatidae
e género Leishmania. Ao longo de sua evolugdo, as espécies de Leishmania
desenvolveram métodos de escape que permitem sobreviver frente a resposta
imune do seu hospedeiro, o que permite a multiplicacdo do parasita durante o
processo de infeccao.

Durante os momentos iniciais da infecgdo, os protozoarios do género
Leishmania se deparam com ag¢des do sistema imune do hospedeiro na tentativa
de impedir sua sobrevivéncia. Para neutraliza-las estes parasitas fazem uso entédo
de moléculas denominadas fatores de viruléncia, tendo como principal
representante a glicoproteina 63 (GP63). A GP63 é uma das principais proteinas
de superficie de espécies de Leishmania, geralmente apresentando uma massa
molecular de aproximadamente 63 kDa e ancorada a membrana plasmatica por
uma molécula de glicofosfatidilinositol (GPI). Dentre suas principais fungdes ligadas
aos mecanismos de evasao do sistema imune, podem ser citadas: inibicdo do
sistema complemento; facilitacdo de fagocitose de promastigotas por macrofagos;
promog¢do da migracdo do parasita através da matriz extracelular; inibicdo da
funcao de células natural killer, degradacéao de proteinas citosélicas de macrofagos
e fibroblastos com implicagdes na transducgao de sinais celulares; e a promocao da
sobrevivéncia das formas amastigotas intracelulares. Além das fungdes no
hospedeiro mamifero, a proteina GP63 também possui agdes nos hospedeiros
invertebrados, promovendo o favorecimento da sobrevida do parasita contra
enzimas digestivas do intestino do inseto, além de fungdes de adesao e nutrigéo.

Em relagéo a sua organizagdo genémica, foram observados multiplos genes
que codificam paralogos de GP63. Também se observou que ha uma diferenca
significativa na quantidade desses genes entre as espécies de Leishmania, com
destaque para a Leishmania braziliensis que apresenta cerca de cinco vezes mais

genes que outras espécies infectivas para humanos. Estudos prévios
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demonstraram que essa quantidade de genes de GP63 em L. braziliensis pode
estar associada a diferentes atividades que variam de acordo com o ciclo de vida
do parasita. Como exemplo, os genes localizados no cromossomo 31 poderiam
estar relacionados as fungdes exercidas no inseto vetor, enquanto os genes no
cromossomo 10 estariam relacionados a agdes no hospedeiro mamifero. Analises
gendmicas realizadas nos genes presentes no cromossomo 10, demonstraram a
separagao dos mesmos em trés grupos com base nas diferengas existentes nas
suas sequéncias C-terminais. Estas diferencas, podem indicar padrdes distintos de
localizag&o subcelular ou de expressao ao longo do ciclo de vida de L. braziliensis
e ligadas a fungbes também diferenciadas.

Pelo exposto, estudos que possam identificar diferengas funcionais entre
grupos de GP63 de L. braziliensis, comparando-os a GP63 de outras espécies, sdo
indispensaveis para contribuir no entendimento do seu papel na patogenicidade
destes parasitas, conhecimento que pode levar a novas alternativas de controle da
leishmaniose. Este trabalho buscou entdo investigar diferengcas no padrao de
expressao de paralogos de GP63 selecionados ao longo do ciclo de vida dos

parasitas, avaliando ainda sua localizag&o subcelular.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a expressao e localizagdo subcelular de grupos de paralogos de

GP63 em estagios representativos do ciclo de vida de L. infantum e L. braziliensis.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o reconhecimento, de forma especifica, de proteinas
representantes dos grupos de paralogos de GP63, de L. infantum e L.
braziliensis, por soros produzidos contra peptideos selecionados destas
proteinas;

e Analisar, de forma comparativa, a expressao proteica dos representantes



16

dos grupos de paralogos de GP63 em estagios representativos do ciclo de
vida de L. infantum e L. braziliensis;

Identificar a localizagdo subcelular no parasita de grupos de paralégos
selecionados de acordo com os dados de expressao destas proteinas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 OS TRYPANOSSOMATIDEOS

A familia Trypanosomatidae €& composta por 17 géneros distintos de
protozoarios, parasitas unicelulares obrigatérios que possuem como caracteristica
comum uma organela denominada cinetoplasto, localizada préximo ao nucleo e que
contem multiplas moléculas de DNA circular (AKHOUNDI et al., 2016; MEYER;
MUSACCHIO; MENDONGCA, 1958). Apesar dessa semelhanga, estes parasitas
divergem em sua bioquimica e morfologia.

Devido as suas diferentes caracteristicas, os tripanossomatideos possuem
uma ampla variedade de hospedeiros, dentre eles vertebrados, invertebrados e
plantas. Em sua maioria apresentam um unico hospedeiro, porém, as espécies
mais bem estudadas sdo as que apresentam dois hospedeiros, devido ao seu
impacto na saude publica e seus efeitos socioeconédmicos (CONTEH; ENGELS;
MOLYNEUX, 2010). Dentre essas espécies, destacam-se os parasitas dos géneros
Trypanosoma e Leishmania, responsaveis por causar doengas consideradas
negligenciadas pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS), como a doenga de
Chagas (Trypanosoma cruzi), tripanossomiase humana africana (Trypanosoma
brucei) e leishmaniose (Leishmania sp.) (WHO 2020).

2.2 GENERO LEISHMANIA

O género Leishmania compreende mais de 50 espécies diferentes de
protozoarios, dos quais pelo menos 20 sdo patogénicos para seres humanos,
responsaveis pelas mais variadas formas de leishmaniose (AKHOUNDI et al.,
2016). Estudos filogenéticos permitiram a classificagdo dessas espécies em quatro
subgéneros distintos, denominados Leishmania, Viannia, Sauroleishmania e
Mundinia. Os subgéneros Leishmania e Mundinia possuem espécies encontradas
no Novo Mundo (Américas) e Velho Mundo (Europa, Asia e Africa), enquanto o
Viannia é endémico apenas no Novo Mundo (ESPINOSA et al.,, 2018). Ja o
subgénero Sauroleishmania esta presente apenas no Velho Mundo e € composto

por espécies nao patogénicas para humanos (TORRES-GUERRERO et al., 2017).



18

As principais espécies presentes em cada subgénero estdo representadas na

Figura 1.

Figura 1. Classificacdo esquematica das espécies de Leishmania em seus respectivos subgéneros.
Os retangulos em verde contém algumas das espécies de Leishmania dos respectivos subgéneros,
ao lado direito dos retangulos.

L. (M.) martiniquensis
L. (M.) enrienttii L. (Mundinia)
L. (M.) sp. Roo1

L. (Viannia)

L. (Leishmania)

L. (Sauroleishmania)

Fonte: Adaptado de ESPINOSA et al 2016.

2.2.1 Morfologia e Ciclo de Vida

Os protozoarios do género Leishmania apresentam duas formas
morfolégicas principais: a amastigota, presente no hospedeiro vertebrado; e a
promastigota, no inseto vetor. As formas promastigotas em seu ultimo estagio de
maturacao, da-se o nome de promastigotas metaciclicos. Ambos os tipos celulares
apresentam estruturas em comum como um unico nucleo, cinetoplasto, corpo
basal, bolsa flagelar e flagelo, com um longo flagelo externalizado apenas na forma
promastigota (SUNTER; GULL, 2017). Estas duas morfologias e o0s seus

constituintes estao representadas na figura 2.
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Figura 2. Principais formas de vida de Leishmania sp. Figura ilustrativa que demonstra as estruturas
celulares que as formas amastigotas e promastigotas apresentam em comum.

N

flagelo

Promastigota

nucleo

corpo basal

cinetoplasto bolsa flagelar

Amastigota

Fonte: Adaptado de Sunter; Gull 2017.

A infeccao por Leishmania se inicia através da picada de insetos fémeas dos
géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo) (BANULS; HIDE;
PRUGNOLLE, 2007). No momento do repasto sanguineo, realizado pelas fémeas
dos flebotomineos, as formas promastigotas metaciclicas sdo inseridas no
hospedeiro mamifero e fagocitadas por macréfagos, células dendriticas e
neutrofilos. Uma vez dentro das células do hospedeiro, as promastigotas
transformam-se em formas amastigotas intracelulares, multiplicam-se por divisdo
binaria, rompem a célula e infectam novas células. O ciclo é completado quando o
inseto se alimenta novamente em hospedeiros que atuam como reservatérios,
como roedores e caes, e ingere formas amastigotas, que se transformam em
promastigotas no seu intestino. As formas promastigotas migram entdo para a
probdscide do inseto e se tornam aptas para reiniciar seu ciclo de vida com a picada
posterior (Figura 3) (ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017; KEVRIC; CAPPEL;
KEELING, 2015).
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Figura 3. Ciclo de vida de Leishmania sp.
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Fonte: Adaptado de Motta et al. 2010.

2.3 MANIFESTACOES CLINICAS

A infecgdo por espécies de Leishmania em humanos pode levar a uma
variedade de manifestacdes clinicas que ocorrem devido a diferengas nas espécies
de Leishmania e a resposta imunoldgica dos hospedeiros. Elas sao divididas em
dois grandes grupos principais: Leishmaniose Tegumentar (LT) e Leishmaniose
Visceral (LV). Baseado na resposta do hospedeiro frente a infecgédo pelo parasita,
assim como na evolugao clinica do paciente, a LT engloba diferentes manifestacoes
clinicas, caracterizadas de acordo com os tipos de lesbes que podem ser
originadas, como lesdes cutaneas localizadas, difusas, disseminadas e mucosas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017).
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2.3.1 Leishmaniose Tegumentar

A forma mais comum de Leishmaniose Tegumentar (LT) € a leishmaniose
cutanea localizada, que é caracterizada pelo aparecimento de uma les&o unica no
local de picada do inseto, geralmente em areas mais expostas do corpo como rosto,
maos e pernas. As lesdes geralmente comegam com vermelhiddo e inchago e vao
gradativamente aumentando de tamanho durante todo o periodo de incubagao, que
pode variar de dez dias até trés meses. Eventualmente, se torna uma ulcera de
base eritematosa com bordas bem delimitadas (Figura 4A) (DOWLATI, 1996). O
processo de progressao para ulcera pode levar de meses a anos, a depender do
parasita responsavel pela infecgdo, carga parasitaria e imunocompeténcia do
paciente. No Brasil, as principais espécies envolvidas com essa manifestacao sao
Leishmania amazonensis, Leishmania mexicana, Leishmania braziliensis e
Leishmania guyanensis (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

A forma cutdnea disseminada é a forma mais rara da doenca, caracterizada
pelo aparecimento de diversas lesdes ulcerativas que podem se estender por
diferentes areas do corpo (figura 4B) (TURETZ et al., 2002). No inicio da infecgéo,
sintomas como febre e mal-estar sdo comuns, sendo ocasionada pela
disseminagao linfo-hematogénica do parasita (CARVALHO et al., 1994). No Brasil,
as principais espécies responsaveis sao L. mexicana, L. amazonensis e L.
guyanensis (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

A forma cutanea difusa da doenga € uma forma rara que atinge mais
frequentemente pacientes com deficiéncia no desenvolvimento da resposta
imunolégica contra o parasita (CONVIT; PINARDI; RONDON, 1972). E
caracterizada inicialmente pelo aparecimento de uma lesdo unica, de carater
nodular, que rapidamente progride e atinge grande parte do corpo (figura 4C)
(BARRAL et al., 1995). No brasil, as principais espécies responsaveis por essa
manifestagcédo s&o L. braziliensis, L. amazonensis e L. mexicana (BURZA; CROFT,;
BOELAERT, 2018).

A forma cutaneomucosa da doenga € caracterizada por lesdes desfigurantes
que acometem a mucosa das vias aéreas superiores (figura 4D). Geralmente, as
lesdes de mucosa ocorrem secundariamente a lesbes cutidneas e podem levar
meses ou anos para surgir (DAVID; CRAFT, 2009). Os primeiros sinais dessa forma

clinica incluem espessamento da derme nasal, rinorreia, hiperemia e inchago da
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piramide nasal (LESSA et al., 2007). No Brasil, a espécie mais comumente

responsavel por esse tipo de leséo € a L. braziliensis. (ANVERSA et al., 2018).

Figura 4. Lesdes caracteristicas da LT. Na figura A esta representada lesio Unica caracteristica da
leishmaniose cuténea localizada. Na figura, B as setas apontam para diferentes lesées na face do
peciente, caracteristica de leishmaniose cutanea disseminada. Na figura C esta representada
crianga com multiplas lesdes na face e no brago, caracteristicas de leishmaniose cutanea difusa. Na
figura D esta representada lesdo em mucosa nasal, caracteristica de leishmaniose cutaneomucosa.

(C) Cuténea difusa (D) Cutaneomucosa

Fonte: Adaptado de Anversa et al. 2018.
2.3.2 Leishmaniose Visceral

Diferente das demais formas clinicas de leishmaniose, a Leishmaniose
Visceral (LV) é a mais dificil de ser detectada, pois nem sempre vem acompanhada
de ferimentos externos. Pode ser caracterizada por febre, anorexia, atrofia
muscular e hepatoesplenomegalia (Figura 5). E uma doenga crénica e pode ser
fatal se o tratamento nado for realizado, com sua morbimortalidade aumentada
devido a presenga de infecgdes secundarias que costumam aparecer, como
pneumonia, tuberculose e disenteria (KARIMI; ALBORZI; AMANATI, 2016). No

Brasil, a LV acomete pessoas de todas as idades, mas na maior parte das areas
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endémicas 80% dos casos registrados ocorrem em criangas com menos de 10 anos
(CHEN et al., 2018). A espécie de Leishmania que causa esse tipo de leishmaniose,
no Brasil, € a Leishmania infantum (ANVERSA et al., 2018).

Figura 5. Crianga com hepatoesplenomegalia caracteristica de LV.

Fonte: Bowles et al 2015.

2.4 EPIDEMIOLOGIA

A leishmaniose afeta principalmente populagcdes mais necessitadas da
Africa, Asia e América Latina, e estad associada a uma série de fatores como
condi¢des de moradia, migragao populacional e auséncia de recursos da populagéo
afetada (GEORGIADOU; MAKARITSIS; DALEKOS, 2016), além de fatores
ambientais como desmatamento e variaveis climaticas (ORYAN; AKBARI, 2016).

Em 2018, um total de 89 paises foram considerados endémicos para a LT
(Figura 7). Dentre estes, 17 paises pertencentes ao continente americano
reportaram uma taxa meédia de 54 mil casos por ano, entre 2001 e 2019. Dos 41 mil
casos reportados somente em 2019, 15.484 mil foram referentes ao Brasil, com a

maioria dos casos identificados no sexo masculino (PAHO; WHO, 2020).
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Figura 6. Paises endémicos para LT em 2018. Encontram-se destacados em cor de vinho os paises
com numeros de casos superiores a 5.000, incluindo o Brasil. Destacados em verde sao os paises
sem casos reportados.
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Fonte: Adaptado de WHO 2018.

No que diz respeito a LV, 75 paises foram considerados endémicos para
esta forma em 2018 (Figura 7). Dentre estes, 13 s&o do continente americano e
reportaram uma taxa média de 3.5 mil casos por ano entre 2001 e 2019 (PAHO;
WHO, 2020). Em 2019, cerca de 2.5 mil casos foram registrados somente no Brasil,
representando 97% do total de casos para o ano. A maioria dos casos foram
identificados em homens e cerca de 10% apresentaram co-infecgdo com HIV
(PAHO; WHO, 2020). No Brasil, ao longo dos anos, foi possivel observar uma
mudanga no padrao epidemiolégico da LV, passando de uma doenca
predominantemente rural para urbana. Acredita-se que essa diferenga tenha sido
ocasionada pela acdo humana no meio ambiente, como por exemplo, a ocupagao
urbana nao planejada em conjunto com a falta de saneamento basico resultante.
(DOS REIS et al., 2017).
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Figura 7. Paises endémicos para LV em 2018. Encontram-se destacados em cor de vinho os paises
com numeros de casos superiores a 1.000, incluindo o Brasil. Destacados em verde sao os paises
sem casos reportados.
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Fonte: Adaptado de WHO 2018.

2.5 PERFIL IMUNOLOGICO DA INFEGCAO POR LEISHMANIA

Na leishmaniose, a interacdo entre o parasita e os diversos tipos celulares
do sistema imunologico do hospedeiro pode culminar no desenvolvimento de
infeccdo ou pode eliminar o parasita antes que haja progressédo para doenga, a
depender da quantidade de células afetadas, do estado de ativacédo de cada célula
e da intensidade da infecgéo (Gollob et al. 2014)

Atuando como primeira linha de defesa do hospedeiro, o sistema
complemento tem importante papel na destruicdo do parasita. Composto por
diversas proteinas envolvidas diretamente na remocgdo de patdégenos do
organismo, o sistema complemento possui duas grandes fungdes: promove a lise
dos parasitas e auxilia a fagocitose dos mesmos por neutrofilos e macrofagos
(DUNKELBERGER; SONG, 2010). O sistema complemento pode ser ativado por
trés vias distintas, a via classica, a via alternativa e a via das lectinas, todas

culminando na formagéo do complexo de ataque a membrana (MAC) (Figura 8). A
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via classica ja foi associada a destruicdo especifica das formas promastigotas de
Leishmania (PEARSON; STEIGBIGEL, 1980) e a via alternativa foi associada a
destruicdo de amastigotas (HOOVER et al., 1984), enquanto que a via das lectinas
nao parece ter especificidade definida embora também contribua no combate ao
parasita (GREEN et al., 1994). Embora a resposta do sistema complemento possa
ser efetiva contra protozoarios do género Leishmania, estes apresentam
componentes em seu glicocalice que sao capazes de subverter o sistema
imunoldgico, inclusive o sistema complemento, favorecendo a fagocitose dos

parasitas e evitando a morte por lise dos mesmos (Cecilio et al. 2014).

Figura 8. Caracteristicas comuns as trés vias do sistema complemento. No retangulo verde
encontram-se destacadas as trés vias de ativagdo do sistema complemento; em azul, demonstra-
se a parte em comum entre as trés vias de ativagdo do sistema complemento.

Fonte: A autora.

As primeiras células do hospedeiro a serem recrutadas para o local de
picada do inseto, os neutrdfilos, tem fungdo de fagocitar e destruir patdégenos
invasores e contam com o auxilio das armadilhas extracelulares dos neutrdéfilos
(NETs) para levar a sua imobilizagdo e morte (ABI ABDALLAH; DENKERS, 2012;
KAPLAN; RADIC, 2013). A partir de estudos com modelo experimental de

camundongos (modelo murino), foi visto que moléculas presentes na saliva do vetor
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sao muito importantes para o estabelecimento da infecdo por Leishmania,
favorecendo a quebra das NETs e, dessa forma, a sobrevida dos parasitas
(CHAGAS et al., 2014). Quando fagocitadas, as formas promastigotas séo retidas
no fagossomo que, durante o processo de maturagdo, se funde com organelas
endociticas formando o vacuolo parasitoforo, onde as promastigotas se convertem
em amastigotas (ANTOINE et al., 1998). Ap6s a fagocitose dos parasitas, os
neutrdfilos infectados entram em apoptose e consequentemente liberam moléculas
quimiotaticas que atraem as principais células de interesse do parasita, os
macrofagos (ROSSI; FASEL, 2018).

Estudos realizados com L. major demonstraram que os neutrdéfilos
apoptéticos que sao fagocitados por macréfagos, atuam como vetores para o
parasita, permitindo a entrada do mesmo nos macréfagos e os protegendo contra
os ataques do meio extracelular (VAN ZANDBERGEN et al., 2004). Os macrofagos
sao as principais células responsaveis pela perpetuacdo da doencga, tendo como
defesa mais importante a produgao de espécies reativas de oxigénio (ERO) e
nitrogénio (ERN) (FANG, 2004; FORMAN; TORRES, 2002). Para inibir o dano
oxidativo, fatores de viruléncia das leishmanias conseguem alterar vias de
sinalizagao envolvidas na producédo de ERO e ERN (OLIVIER et al., 2012).

Concomitantemente a acado de neutréfilos e macréfagos, a infecgao por
Leishmania leva a ativagéo de varias outras células envolvidas na resposta imune
adaptativa. Com papel crucial na ativagdo dessa resposta estdo as células
dendriticas, células mononucleadas que sao as grandes responsaveis por
apresentar os antigenos do parasita as células T efetoras do sistema imunoldgico
(BANCHEREAU et al., 2000). Apos ativagao das células T, existem dois tipos
principais de respostas que podem ser desenvolvidas: a resposta Th1 e a Th2.
Ambas sao caracterizadas pela ativacdo de células efetoras TCD4+, porém,
diferem com relagcdo ao padrdo de citocinas que secretam. Na resposta Th1, as
principais citocinas envolvidas sdo IFN-y e IL-12, que s&o citocinas proé-
inflamatdrias responsaveis por estimular os macrofagos a produzirem ROS para a
destruicao intracelular do parasita. Essa resposta esta associada a um carater mais
protetor contra a leishmaniose, mas também ja foi correlacionada a condi¢des de
piora da doenga (BELKAID et al., 2002), além de também poder ter um papel
regulador na resposta imune (ANDERSON et al., 2009). Na resposta Th2, ha

secrecéao de citocinas anti-inflamatorias do tipo IL-4 e IL-13, responsaveis por inibir
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a atividade leishmanicida dos macréfagos (KROPF et al., 2005) e regular
negativamente a resposta Th1 (LAZARSKI et al., 2013). Também sdo encarregadas
de regular outros tipos celulares, além de, auxiliarem na produg¢ao de anticorpos
contra o parasita. A depender da espécie responsavel, da cepa e do hospedeiro,
essa resposta pode influenciar para a progressédo da doenga (JONES; BUXBAUM,;
SCOTT, 2000; MCMAHON-PRATT; ALEXANDER, 2004).

A resposta adaptativa também envolve uma série de outras células como as
células T-Th17 e células T reguladoras (T reg). As células Th17 sao linfocitos
produtores da IL-17, geralmente encontradas em pacientes com doengas
autoimunes (KORN et al., 2009). Estas células possuem um papel importante no
recrutamento e ativagao de neutréfilos durante a infeccéo por Leishmania, com sua
acao a depender da espécie do parasita. Dessa forma ja foram associadas tanto
ao processo de cura da infecgdo causada por L. braziliensis (VARGAS-
INCHAUSTEGUI; XIN; SOONG, 2008) e L. infantum (AGALLOU; MARGARONI;
KARAGOUNI, 2011), quanto a piora da infec¢cado causada por L. major (KOSTKA et
al., 2010) e L. guyanensis (HARTLEY et al., 2016). Ja as células T-reg, s&o linfécitos
produtores de IL-10, citocina anti-inflamatéria associada a manutencao da
homeostase e limitagdo do processo inflamatério como um todo (ROSSI; FASEL,
2018). Em estudos realizados com L. major, foi visto que essa citocina favorece a
persisténcia do parasita no sitio primario de infeccdo (BELKAID et al., 2001) e o
desenvolvimento da doengca (ANDERSON; MENDEZ; SACKS, 2005). A figura 9

ilustra as principais citocinas envolvidas no processo de infecgao.
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Figura 9. Esquema geral das citocinas envolvidas na imunopatogenia da leishmaniose. Legenda:
Os reténgulos verdes marcam as citocinas mais envolvidas na ativagdo de atividade que leva a
morte do parasita, enquanto os retdngulos vermelhos marcam as citocinas que estdo mais
envolvidas no processo de estabelecimento da doenga.
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Fonte: Adaptado de GOLLOB et al 2014.

Os mecanismos que levam o hospedeiro humano a desenvolver
determinado tipo de resposta podem variar de acordo com diversos fatores, dentre
eles: a presenga de determinadas citocinas no meio durante os eventos iniciais da
diferenciacao celular; a espécie de Leishmania envolvida; o conteudo salivar do
vetor; e as caracteristicas genéticas de cada hospedeiro (GOLLOB, KENNETH J;
VIANA, AGOSTINHO G.; DUTRA, 2014). A capacidade de controlar a infecgao e a
replicacdo do parasita, sem progredir para doenga com aspectos clinicos, €&

consequéncia de uma imunidade bem modulada.

2.6 FATORES DE VIRULENCIA DE LEISHMANIA SP.

A superficie externa da membrana plasmatica das espécies de Leishmania,

€ coberta por moléculas ancoradas por glicosilfosfatidilinositol (GPI) ou frans-
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membranares, que formam um revestimento protetor e mediador de interacdes
essenciais entre o parasita e o hospedeiro (Figura 10) (ILGOUTZ; MCCONVILLE,
2001). Dentre essas moléculas, algumas sao consideradas fatores de viruléncia
que contribuem para a patogénese da doencga e permitem a invasao do parasita e
estabelecimento da infecgdo no hospedeiro mamifero. Entre esses fatores, podem
ser citados os lipofosfoglicanos (LPG), glicoinositol-fosfolipideos (GIPLs),
proteofosfoglicanos (PPG), a proteina de membrana cinetoplastica de 11kDa
(KMP11) e a glicoproteina 63 (GP63) (SILVA-ALMEIDA et al., 2012).

Figura 10. Representacdo esquematica de moléculas presentes na superficie de promastigotas de
Leishmania.
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Fonte: Adaptado de Olivier 2012.

Uma molécula de superficie dominante da forma promastigota € o LPG. Sua
estrutura varia entre as espécies de Leishmania, mas € composta principalmente
de unidades repetitivas de um dissacarideo e um fosfato, ligados a membrana por
uma ancora GPI (ILGOUTZ; MCCONVILLE, 2001). Dentre suas funcgoes,
destacam-se: protecdo a Leishmania contra a lise pelo sistema complemento do
hospedeiro mamifero; protegdo das promastigotas contra eventos oxidativos
durante fagocitose; regulacdo da expresséo da enzima Oxido Nitrico Sintase dentro
dos macrofagos; retardo da maturagao dos fagolisossomos; e inibigdo da secregao
de IL-12 pelos macréfagos (NOVOZHILOVA; BOVIN, 2010).

Outro grupo de moléculas abundantes na superficie e nos microdominios de
membrana dos promastigotas sdo as GIPLs, uma classe de glicolipideos ancorados
por GPI (OLIVIER; GREGORY; FORGET, 2005). As GIPLs desempenham um

papel importante na entrada de promastigotas nos macréfagos, agindo como
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ligantes para a proteina de ligacdo a manose ou ao receptor de manose-fucose
macrofagica. Como também s&o encontradas em grande quantidade em
amastigotas, acredita-se que podem estar envolvidas na protegdo dessas células
dentro de macréfagos (OLIVIER et al., 2012).

Os PPGs, séo polipeptideos altamente glicosilados que também podem ser
secretados ou ancorados a membrana do parasita por GPI (SILVA-ALMEIDA et al.,
2012). Especula-se que o PPG membranar tenha alguma fung¢ao na ligagdo aos
receptores de macréfagos. J& o PPG secretado por parasitas dentro dos
macrofagos pode contribuir para a manutencao do vacuolo parasitéforo que protege
0 parasita contra a agao das células do sistema imune, além de atuar também na
ativagao do sistema complemento (NOVOZHILOVA; BOVIN, 2010).

Em relacdo a KMP11, esta foi descrita como uma proteina hidrofdbica
associada a LPG com possivel papel no aumento da sobrevida do parasita no
interior dos fagolisossomos (JARDIM et al., 1995; TOLSON et al., 1994).

2.6.1 GP63

A GP63 ou MSP, do inglés Major Surface Protease, foi descoberta em 1980
e € caracterizada como uma metaloprotease dependente de zinco que é
encontrada na superficie da Leishmania. Ela é considerada como uma das
principais proteinas de viruléncia da superficie das formas promastigotas do
parasita, além de também poder ser liberada para o meio extracelular (Olivier et al.,
2012 ; Yao et al. 2007).

Durante sua sintese, a GP63 ¢ levada até o reticulo endoplasmatico através
de um peptideo sinal localizado na regido N-terminal da sequéncia proteica. Nesta
organela, a proteina € modificada pela adicdo de N-glicosilagdes e de uma ancora
de GPI incorporada em regido especifica do carboxi-terminal da proteina. Apdos
essas modificagdes, o peptideo sinal ligado ao reticulo endoplasmatico € clivado e
a proteina é liberada. Subsequentemente ocorre a clivagem de um proé-peptideo
para produzir a cadeia polipeptidica madura. O pré-peptideo contém um residuo de
cisteina que é conservado em todas as moléculas de GP63 de varias espécies. Ja
foi demonstrado que esse residuo € responsavel por modular a ligagéo do zinco ao
seu sitio ativo, o que contribui para a regulagao da atividade enzimatica da GP63 e
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protege o parasita contra autodestruicdo decorrente de uma GP63 ativada
(SANTOS; BRANQUINHA; D’AVILA-LEVY, 2006).

2.6.1.1 Organizagdo Genomica

Foi constatado que os genes codificantes de GP63 sao organizados em
tandem (Figura 11) e que existe uma consideravel variagdo na quantidade de genes
que codificam essas proteinas entre as espécies de Leishmania. Em L. major, o
conjunto de genes que codificam a GP63 consiste de quatro copias no cromossomo
10, um unico gene no cromossomo 28 e um gene relacionado no cromossomo 31.
Ja L. infantum apresenta doze, dois e um gene, respectivamente. L. braziliensis se
destaca por apresentar trinta e trés genes identificados no cromossomo 10 e trés
no cromossomo 31 (Yao et al. 2003; Valdivia et al. 2015).

Figura 11. Disposi¢cdo em tandem dos genes de GP63 no cromossomo 10 de L. braziliensis. Os
retdngulos azuis representam diferentes genes de GP63 de L. braziliensis, dispostos de maneira
sequencial.
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Fonte: TriTrypDB (TriTrypDB).

Recentemente, analises filogenéticas demonstraram que os genes de GP63
presentes nos cromossomos 28 e 31 de Leishmania sp sao mais semelhantes aos
genes de GP63 de organismos monoxénicos, ou seja, que parasitam somente
insetos ou plantas. Isso sugere que, diferentemente dos genes presentes no
cromossomo 10, os genes do cromossomo 28 e 31 podem estar associados,
principalmente, a fung¢des exercidas no inseto vetor (Castro Neto et al. 2019). No
que diz respeito a expressdo dos genes localizados no cromossomo 10 em
espécies do subgénero Leishmania, estudos ja apontaram a existéncia de trés
grupos distintos. Estes se diferenciam com base nas variagdes encontradas em

nivel de expressao das respectivas proteinas nas diferentes fases e formas do ciclo
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de vida do parasita, assim como em diferengas na regido C-terminal dessas
proteinas (MEDINA-ACOSTA; KARESS; RUSSELL, 1993; VOTH et al., 1998). Em
estudo mais recente, foi feita a divisdo dos grupos da seguinte maneira: grupo 1,
abrange genes constitutivamente expressos em ambas as fases do parasita; grupo
2, composto por genes expressos apenas na fase logaritmica de promastigotas; e
grupo 3, constituido por genes expressos em fase estacionaria/amastigota (Figura
12A e 12B). As proteinas codificadas pelos genes do grupo 1 apresentam C-
terminal mais longo e composto por aminoacidos hidrofébicos, e ndo apresentam
sinal de adi¢cao da ancora de GPI, o que pode indicar que estas sao liberadas para
0 meio extracelular. As proteinas dos grupos 2 e 3 apresentam C-terminal mais
curto com residuos de aminoacidos hidrofébicos, ambos com sinal de adi¢cdo da
ancora de GPI. Em L. braziliensis, trés grupos distintos também foram identificados
entre aqueles genes de GP63 localizados no cromossoma 10 e que podem ou n&o
estar relacionados aos demais. Com base na regido C-terminal das proteinas
codificadas, os do grupo 1 se mostram semelhantes aos do grupo 1 de L. infantum,
enquanto os do grupo 3 apresentam semelhangas com aqueles genes expressos
na fase estacionaria/amastigota de L. infantum. Os genes classificados no grupo 2,
contudo, apresentam caracteristicas ndo encontradas em nenhum grupo de L.
infantum, e associados a uma reducao da extremidade C-terminal das respectivas
proteinas (Figura 12C) (Castro Neto et al. 2019).
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Figura 12. Diferencas na regido C-terminal de paralogos de GP63 de espécies de Leishmania. Os
retdngulos em vermelho demarcam os motivos que caracterizam as proteinas do Grupo 1; os
retdngulos em laranja ressaltam motivos especificos de proteinas expressas em diferentes fases do
ciclo de vida de Leishmania e ligadas aos Grupos 2 e/ou 3; os retangulos em verde demarcam o
sinal de adigao da ancora GPI.
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Fonte: Editado de Castro Neto et al, 2019.

2.6.1.2 Fungdes no Hospedeiro Vertebrado

Dentre suas principais caracteristicas funcionais, a GP63 desenvolve um
importante papel na resisténcia a lise mediada pelo sistema complemento. Através
da clivagem da subunidade C3b da sua cascata de ativagdo, a GP63 forma a
subunidade C3bi, uma forma inativa de C3b, incapaz de formar o complexo C5. No
entanto, essa subunidade inativa pode atuar como opsonina, pois ao se ligar a

superficie do parasita é reconhecida pelo seu respectivo receptor na superficie do
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macrofago, o CR3, facilitando assim a entrada da Leishmania em sua célula alvo
(Brittingham et al. 1995; Cecilio et al. 2014).

Para poder sobreviver e se instalar em um ambiente adequado, o parasita
altera vias de sinalizagcao da célula hospedeira envolvidas na modulacéo do sistema
imunoldgico. Estudos com L. donovani e L. amazonensis demonstraram que
através da ativagao das proteinas tirosina fosfatases (PTPs), principalmente a SHP-
1, diferentes vias de sinalizacdo sao alteradas devido a um processo de
desfosforilagdo generalizado, tais como: a via Janus quinase/transdutora de sinal;
ativadores de transcricao (JAK/STAT); a via da proteina quinases ativadas por
mitogenos (MAPK); e aquela ligada a quinase associada ao receptor de interleucina
1 (IRAK — 1). Estas alteragbes tornam as células fagociticas irresponsivas a IFN-y
e levam a uma inibicdo da formacao de oxido nitrico, principal produto resultante
da ativagdo das vias supracitadas (FORGET et al., 2006; GOMEZ et al., 2009).
Outras moléculas de sinalizacdo como o substrato de quinase C rico em alanina
miristoilada (MARCKS) e as proteinas relacionadas a MARCKS (MRP) também sao
afetadas. Elas atuam como substratos para a proteina quinase C (PKC) e séo alvos
de hidrolise pela GP63. A PKC € uma molécula envolvida com diferenciagao celular,
apoptose e inibicdo de agentes microbicidas, como as espécies reativas de
oxigénio (EROs) (ISNARD; SHIO; OLIVIER, 2012).

Outra funcédo de relevancia da GP63 é a clivagem da proteina alvo da
rapamicina em mamiferos (MTOR) e inativagdo do complexo 1 ligado a esta
proteina (MTORC1) em macréfagos infectados, tendo como consequéncia, a
repressao da traducdo de proteinas do hospedeiro. Esse controle traducional
protagonizado por mTORC1 também €& um componente importante da resposta
imune inata visto que regula a sintese de IFN-a e IFN-B (JARAMILLO et al., 2011).

2.6.1.3 Fungdes no Hospedeiro Invertebrado

Ja foi observado que a GP63 se apresenta em maior quantidade na forma
promastigota, forma encontrada no inseto vetor, do que na forma amastigota.
Apesar disso, pouco é sabido sobre as funcbdes exercidas por essa proteina no
vetor. Uma fungao conservada da GP63 dentre as espécies de Leishmania é a
aquisicado de nutrientes no intestino de diversos insetos através da degradacgéo do

material presente em seu interior (D’AVILA-LEVY et al., 2014). Além disso, também
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foi observado que, ao se induzir baixa taxa de expressdo de GP63, a adesao do
parasita ao intestino do vetor é prejudicada (CRISTINA; ALTOE, 2013).

2.7ESTUDOS PREVIOS QUE ORIGINARAM ESTE TRABALHO

Visando avaliar eventos de transcricdo diferencial dos multiplos genes de
GP63 de L. braziliensis, foi realizado o sequenciamento dos mRNAs (RNAseq) da
sua forma promastigota (Figura 13). Foram obtidas amostras de RNAs das
seguintes fases: estacionaria, fase logaritimica de células recém descongeladas e
fase logaritimica de células que passaram por sucessivos repiques. Como
resultado, foi possivel observar que o mRNA codificado pelo gene LbrM.10.0590 é
0 mais abundante, nas trés situagbes de crescimento, seguido dos genes
LbrM.10.0530 e LbrM.10.1610, porém em menor quantidade. Com relacéo a esses
trés genes, foi observado uma maior quantidade de transcritos na fase estacionaria
do parasita. Nota-se também a reduzida ou quase nula expressao dos genes de
GP63 codificados no cromossomo 31. Nas analises foi utilizado como controle o
gene LbrM.30.2950, que codifica a enzima glicerol 3-fosfato, muito expressa na

fase promastigota dos parasitas (dados nao publicados).
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Figura 13. Analise por RNAseq dos mRNAs codificantes de GP63 de formas promastigotas de L.
braziliensis. No eixo vertical podemos observar o nimero de transcritos por 108 leituras de cada
gene de GP63 analisado (eixo horizontal). As barras em vermelho representam os genes na fase
Estacionaria; as barras em azul representam os genes na Fase Logaritmica (1) de uma célula recém
descongelada; as barras em verde representam os genes na Fase Logaritmica (2) de uma célula
apos repiques sucessivos.
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Fonte: Editado de Brito, 2018.

Para posterior analise de expressao dos genes de GP63 de L. braziliensis,
proteinas recombinantes GP63 obtidas anteriormente foram utilizadas em ensaios
de Western Blot frente a soros anti-GP63 produzidos comercialmente. Esses soros
foram gerados a partir de peptideos sintéticos especificos contra determinadas
sequéncias de GP63 codificadas por diferentes genes presentes no cromossomo
10 de L. braziliensis. As regides da proteina de onde foram retirados os peptideos

estdo demonstrados na figura 14.
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Figura 14. Representacdo esquematica das proteinas de GP63 de L. braziliensis. O quadrado
amarelo representa a regido de remogédo do peptideo sinal das sequéncias; o quadrado preto
representa a regido de remocgdo do pré-peptideo; o quadrado branco representa a regido
conservada KDELMAP enquanto o quadrado roxo representa a regido de adicdo da &ncora de GPI.
Os reténgulos coloridos abaixo da sequéncia demonstram a regido em que os peptideos sintéticos
utilizados na producéao dos soros anti-GP63 estdo na sequéncia.
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Fonte: Editado de Brito, 2018.

Foram produzidos quatro soros: soro anti-peptideo encontrado na proteina
codificada pelo gene LbrM.10.0520 (soro anti-10.0520), soro anti-peptideo
encontrado na LbrM.10.0590 (anti-10.0590), soro anti-peptideo da proteina
LbrM.10.1610 (anti-10.1610) e soro anti-peptideo presente nas diferentes proteinas
cujos genes estao localizados no cromossomo 10 (anti-peptideo conservado). O
resultado de ensaios utilizando anticorpos purificados a partir destes soros,
utilizando os respectivos peptideos, contra diferentes GP63 recombinantes de L.
braziliensis mostrou um padrdo diferenciado de reconhecimento por estes
anticorpos. Enquanto aqueles derivados do soro anti-peptideo conservado
reconheceram as diferentes proteinas avaliadas, aqueles do anti-10.0520 e anti-
10.0590 reconheceram um numero mais restrito de proteinas, como as
LbrM.10.0520 (ambos) e LbrM.10.0590 (apenas o anti-10.0590). Ja o anti-10.1610
nao reconheceu nenhuma das proteinas avaliadas.

Utilizando anticorpos purificados dos soros anti-peptideo conservado, anti-
10.0520 e 10.0590, este estudo buscou avaliar se as diferengas nas regides C-
terminais encontradas nas proteinas de GP63 podem trazer alteragcdes no que diz

respeito a sua expressao e localizacao celular, contribuindo na compreensao das
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suas diferencas funcionais e seu papel na patogenicidade de L. braziliensis e L.

infantum.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 PRODUCAO DE SOROS ANTI-GP63

Os soros utilizados foram obtidos em estudo prévio (BRITO, 2018), onde
peptideos contra paralogos especificos de GP63 foram sintetizados
comercialmente pela empresa GenOne (tabela 1) e foram enviados para a empresa
Célula B, onde foram conjugados a uma molécula carreadora de hemocianina de
lapa californiana (KLH) e utilizados para produgéo de anticorpos em coelhos.

Tabela 1. Sequéncias de aminoacidos dos peptideos utilizados para sintese dos anticorpos do
estudo. Na coluna da esquerda consta os identificadores dos genes utilizados, € na coluna direita
as respectivas sequéncias peptidicas provenientes de cada gene. Os numeros a direita das
sequéncias representam a posigao do ultimo aminoacido contido na sequencia peptidica.

Genes codificantes Sequéncia de aminoacidos dos peptideos
LbrM.10.0590 IVLTHTSVPQYFQYFTDPT (431)
LbrM.10.0520 IIVTHDDPLPTYFQYFTEPS (486)

Sequéncia conservada VRQVQGSWKVTGMTG (177)
nos genes de GP63 do
cromossomo 10

Fonte: A autora.

3.2 INDUGCAO DA EXPRESSAO DE PROTEINAS GP63

Para purificacdo dos anticorpos obtidos, foi feita a indugao de trés proteinas
recombinantes de GP63 derivadas de L. braziliensis cujos genes haviam sido
previamente clonados no vetor pGEX4T3, de expressdo procariotica:
LbrM.10.0520, LbrM.10.0590 e LbrM.10.1610. As construcdes resultantes
codificam para proteinas de fusao apresentando a proteina glutationa S-transferase
(GST) na sua extremidade N-terminal.

As construgdes foram transformadas em células quimiocompetentes de E. coli
cepa Rosetta através de choque térmico. Para tal, o DNA a ser transformado foi

acrescido com 50 pl de dessas células e mantido a 4° C por 30 minutos, logo apos
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transferido para o banho-maria a 37°C, por 5 minutos. O produto da transformacao
foi plagueado em meio LB acrescido de ampicilina (100 pg/ml) e cloranfenicol (30
pg/ml) e incubado em estufa bacteriolégica a 37° C por 18 horas.

As colbnias obtidas foram inoculadas em 20 ml de meio LB acrescido de
ampicilina (100 pug/ml) e cloranfenicol (30 ug/ml) e deixadas sob agitacdo de 180
rom, a 37° C por 16 horas. Em seguida, o inéculo foi colocado em 400 ml de meio
LB com ampicilina e reincubado a 37°C até atingir a densidade 6ptica (DO) de 0.5
a 600 nm. Apds atingir a DO, foi adicionado o indutor IPTG a uma concentragéo
final de 0,1 mM e o inéculo foi reincubado a 28°C por 16 horas sob agitagdo. Foram
retiradas aliquotas de 200 pl (antes e depois de colocar o IPTG), centrifugadas a
13800 x g por 5 minutos, em seguida, o sobrenadante foi descartado e o sedimento
foi ressuspendido em 80 ul de tamp&o de amostra para SDS-PAGE e incubados a
100° C por 5 minutos. Ao final, as aliquotas foram verificadas por eletroforese em
gel de SDS-PAGE 15% corado por azul de Coomassie R-250 (Sigma-Aldrich).

3.3 PURIFICACAO DAS PROTEINAS POR CROMATOGRAFIA

As culturas bacterianas foram centrifugadas a 3500 x g durante 10 minutos
e o sedimento bacteriano foi ressuspendido em 20 ml de tampao fosfato salino
(PBS). Em seguida a lise das bactérias foi feita por ultra-sonicagao (seis pulsos de
30 segundos com intervalos de 1 minuto). Para purificagdo, o produto sonicado foi
incubado com 300 pl de resina Glutationa sefarose (GE Healthcare), previamente
equilibrada em PBS apos trés lavagens de 10 ml cada. A incubacéo foi realizada
por 1 hora a temperatura de 4°C sob leve agitagao, em seguida a resina foi lavada
trés vezes com 1 ml de PBS e por fim, eluida duas vezes com 300 pl de glutationa
reduzida (em 50 mM de Tris-HCI pH 9.0) por uma e 18 horas. Aliquotas do eluato,
resina e sobrenadante foram fracionados em SDS-PAGE 15% e visualizados apos

coloragdo com azul de Coomassie R-250 (Sigma-Aldrich).
3.4 PURIFICACAO DOS ANTICORPOS POR IMUNOADSORCAO
Para a purificagdo dos anticorpos, foram adotadas duas metodologias. A

primeira, utilizando as proteinas LbrM.10.1610, LbrM.10.0520 e LbrM.10.0590 para

a purificagao dos anticorpos do soro anti peptideo conservado, anti-10.0520 e anti-
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10.0590, respectivamente, e a segunda, utilizando os respectivos peptideos
conjugados a molécula de albumina de soro bovino (BSA).

Para a purificacdo dos anticorpos policlonais anti-peptideo conservado, anti-
10.0520 e anti-10.0590 com as proteinas recombinantes, cerca de 100 ug das
proteinas LbrM.10.1610, LbrM.10.0520 e LbrM.10.0590 foram fracionadas em gel
SDS-PAGE 15% e transferidas para membrana de transferéncia de PVDF (Fluoreto
de Polivinilideno, Immobilon-P, Millipore Corporation) e cada membrana, apos
transferéncia, corada com Ponceau S 0,2% (Sigma-Aldrich) em solugdo de acido
tricloroacético (1%). As bandas correspondentes as proteinas de interesse foram
excisadas da membrana, cortadas em pequenos pedacgos e transferidas para tubos
de microcentrifuga. Os fragmentos de membrana foram lavados trés vezes com 1
ml de PBS, por 10 minutos cada, e bloqueados com solucao de leite 5% em PBS-
Tween 20 durante 30 minutos a 4°C. A solucdo bloqueadora foi removida e a
membrana lavada rapidamente uma vez com PBS. Foram entdo adicionados 750
Ml do soro obtido da imunizagao e 500 pl de PBS e os fragmentos de membrana
permaneceram incubando por 48 horas, sob agitagao constante, a 4 °C. Ao término
da incubacgéo, os fragmentos de membrana foram entdo lavados trés vezes com 1
ml de PBS-Tween 20 por 10 minutos cada e os anticorpos adsorvidos as
membranas foram eluidos com 200 ul de solugéo de glicina acida (glicina-HCI 0,1
M, pH 2,5) por agitagdo vigorosa durante cinco minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, a solugéo de glicina com os anticorpos eluidos foi recuperada para
um novo tubo de microcentrifuga e o pH da solug&o equilibrado pela adigdo de 20
ML de Tris-HCI (1M, pH 8,0). Os anticorpos purificados foram estocados a -80°C.

Ja para a purificagdo dos anticorpos utilizando os peptideos conjugados a
BSA, foram reutilizadas membranas ja devidamente picadas contendo os
peptideos, armazenadas a -20 °C em solugdo de PBS. ApsGs descongelados, a

purificagdo seguiu com 0s mesmos passos ja citados anteriormente.

3.5 CULTIVO CELULAR DE FORMAS PROMASTIGOTAS, AMASTIGOTAS E
CURVAS DE CRESCIMENTO

A manutencdo das formas promastigotas de Leishmania braziliensis e de L.
infantum foi realizada em meio Schneider pH 7,2 suplementado com 20% e 10%

de soro fetal bovino (SFB), respectivamente. A manutengcdo das formas
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amastigotas de L. infantum foi realizada em estufa de CO2, em meio especifico 199
(Sigma-Aldrich), contendo HEPES (Sigma-Aldrich), bicarbonato de sddio (Sigma-
Aldrich), glicose (Sigma-Aldrich) e caldo de triptona-soja (KASVI), suplementado
com 10% de SFB, com pH final de 5,5. Para cultura de amastigotas de L.
braziliensis, foram testados diversos meios sob condi¢gdes diferentes, mas nao foi
possivel obter as respectivas formas.

Para as curvas de crescimento de promastigotas de ambas as espécies,
foram realizados in6culos de 10° células em meio Schneider pH 7,2 e o crescimento
celular foi acompanhado diariamente até a fase de morte celular. Todos os dias
eram retiradas aliquotas para obtencido de extratos celulares para os ensaios de
WB. Para as curvas de crescimento de amastigotas de L. infantum, foram
realizados inéculos de 10° células em meio especifico descrito acima, pH 5,5, sob
pressao de CO:z e o crescimento celular foi acompanhado diariamente até a fase
de morte celular. Todos os dias foram retiradas aliquotas para obtencio de extratos
celulares para os ensaios de WB.

Os extratos totais do parasita, utilizados para os ensaios de Western Blot,
foram obtidos a partir de culturas quantificadas, em fase exponencial de
crescimento (10°), das quais as células foram coletadas por centrifugacao (900 x g
/' 5 minutos / 4°C) e em seguida ressuspendidas em 100uL de tampao de proteina
para gel SDS-PAGE desnaturante.

3.6 FRACIONAMENTO CELULAR POR GRADIENTE DE DIGITONINA

Para o fracionamento celular utilizando gradientes do detergente digitonina
(SIGMA) foram utilizadas 102 células de L. braziliensis e L. infantum. As células
foram submetidas a centrifugagao por 5 minutos a 900 x g, 18°C. O sedimento foi
lavado duas vezes com 10 ml de PBS gelado e ressuspenso em 0,5 ml de tampao
de ressuspensao (75mM TRis-HCI pH7.4, 145mM NaCl, 11mM KCI) acrescido de
inibidores de proteases (ROCHE). Foram realizadas entdo incubagdes com
concentragdes crescentes de digitonina (20 uM, 200 uM, 1 mM, 10 mM). A cada
incubacdo os sedimentos foram solubilizados em tamp&o de ressuspensdo

acrescido de inibidores de protease, e foram adicionados 0,5 ml da solugao
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contendo digitonina (solugao aquosa com 0,05% de metanol) seguido de incubagéo
por 5 minutos a 37°C. Ap0s esta incubagéao, foram entédo adicionados 200 ul de uma
solugao de sacarose 0,3 M, e as células foram centrifugadas por 16200 x g durante
5 minutos a 4°C. Posteriormente, os sobrenadantes foram submetidos a
precipitacdo com acetona, na proporgao de 1:1, por pelo menos 1 hora, a -20°C,
com as amostras em seguidas centrifugadas por 30 minutos, a 3500 x g, a 4°C. Os
sedimentos foram ressuspendidos em 100 ul de tampao de amostra para SDS-
PAGE desnaturante. O fracionamento gerou cinco fragdes: as fragdes 1 e 2 sao
constituidas por proteinas citoplasmaticas, as fracbes 3 e 4 sao constituidas por
proteinas associadas a organelas e a fragcdo 5 corresponde a proteinas nao
soluveis, contendo proteinas nucleares e associadas a membrana. Para analise,
cada fracdo foi fracionada em gel SDS-PAGE, utilizando 10 yl de cada fragao, e
submetidas a ensaios de Western blot.

3.7 WESTERN BLOT

Para os ensaios de Western Blot utilizando os anticorpos anti-GP63, tanto as
curvas de crescimento quanto os fracionamentos de L. braziliensis e L. infantum
foram fragmentados em gel SDS PAGE 15% e transferidos para membranas de
PVDF em sistema de transferéncia semi-seco. Em uma primeira etapa, as
membranas foram bloqueadas em solugao de leite 5% em TBS/Tween (20 mM Tris,
500 mM NaCl, Tween 20 1% pH 7,5) por 1 hora. Posteriormente foram incubadas
por 16 horas com os respectivos anticorpos primarios anti-GP63 em diluicbes de
1:50. As membranas, apés a incubacéao, foram lavadas por 10 minutos, trés vezes
com TBS/Tween 20. Em seguida, uma nova incubacéo de 1 hora foi realizada com
0 segundo anticorpo, anti-IgG de coelho (Jackson Immunoresearch Laboratories),
marcado com peroxidase, numa diluicdo 1:10000. Decorrido esse tempo, as
membranas foram novamente lavadas trés vezes com TBS/Tween 20 por 10
minutos. Apds as lavagens, as membranas foram banhadas em solugao reveladora
comercial (Merck) e reveladas no equipamento iBright (Thermo Fisher Scientific)

com tempo de exposicao variados.
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Como controle dos ensaios utilizando as curvas de crescimento, foi utilizado
como anticorpo primario, o soro contra o fator de iniciagdo eucariotico 4A1
(EIF4A1), em diluicdo de 1:1000. As demais etapas ocorreram como ja descrito.

Como controle dos ensaios utilizando os fracionamentos com digitonina, foi
utilizado, além do anti-EIF4A1, o anticorpo contra a proteina Lci13 na diluicdo
1:1000. A demais etapas ocorreram como ja descrito.

3.8 IMUNOFLUORESCENCIA

A Imunofluorescéncia foi realizada utilizando-se aproximadamente 2,5 x 10°
células por laminula. As células foram centrifugadas a 1600g por 10 minutos a 25°C,
lavadas com 1 ml de PBS e fixadas com paraformaldeido a 3% por 10 minutos a
temperatura ambiente. As células foram novamente centrifugadas, ressuspendidas
em solugédo de PBS 10 vezes concentrado e colocadas em laminulas pré-fixadas
com poli-L-lisina (Sigma-Aldrich). Apds 15 minutos, as laminulas foram submetidas
a trés lavagens de 1 minuto com solugéo de lavagem (PBS mais Glicina 20 mM),
seguido de permeabilizagdo das células por incubagdo com 0,1% de Triton-X
(Sigma-Aldrich) na mesma solugéo, por 10 minutos. Em seguida as laminulas foram
lavadas trés vezes por 1 minuto com solug¢ao de lavagem e foi realizado o bloqueio,
onde se suplementou a solugdo de lavagem com BSA 1% e incubaram-se as
laminulas por 20 minutos. Apos o bloqueio, seguiu-se a incubagdo com o primeiro
anticorpo purificado na diluigdo de 1:10, por 1 hora a 37 °C. Em seguida foram feitas
trés lavagens com PBS-Glicina 20 mM. Posteriormente, as laminulas foram
incubadas com o anticorpo secundario anti-IgG de coelho Alexa Fluor 488 na
diluicdo 1:1000, por 1 hora a 37°C no escuro. Ainda no escuro, foram lavadas com
PBS — Glicina 20 mM, secas e as laminulas foram fixadas em laminas contendo 10
pl de DAPI (VECTASHIELD) e foram guardadas a 4 °C. As células foram visualizadas
em microscopio de fluorescéncia.

Como controle positivo dos ensaios, foi utilizado como anticorpo primario o
anticorpo contra a proteina Lci10, que apresenta padrdo de reconhecimento ja
conhecido. Esse anticorpo foi usado na diluicdo de 1:25, e as demais etapas

ocorreram como ja descrito anteriormente.
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3.9 ANALISES COMPUTACIONAIS

Para o alinhamento das novas sequéncias proteicas de GP63, as
sequéncias foram retiradas do banco de dados Leish-ESP (http:/leish-
esp.cbm.uam.es/), depositadas na plataforma online MAFFT (KATOH et al., 2002)
e o alinhamento resultante foi carregado no programa Bioedit (HALL, 1999).

Para geragao da estrutura terciaria das proteinas de GP63 de L. braziliensis,
as sequéncias das proteinas LbrM.10.0520 e LbrM.10.0590 foram retiradas do
banco de dados TriTrypDB e depositadas no programa SWISS-MODEL (GUEX;
PEITSCH; SCHWEDE, 2009). Em seguida, as modelagens resultantes foram
editadas no programa PyMOL (Molecular Graphics System).

Para predigdo dos sitios de N-glicosilagao, as sequéncias das proteinas as
sequéncias das proteinas LbrM.10.0520 e LbrM.10.0590 foram retiradas do banco
de dados TriTrypDB e depositadas no programa GlycoEP (CHAUHAN; RAO;
RAGHAVA, 2013).

Para a predigdo de topologia das proteinas de GP63, as sequéncias foram
coletadas de banco de dados e carregadas na plataforma online MEMSAT-SVM
(NUGENT; JONES, 2009).
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DE MOTIVOS DE RECONHECIMENTO DOS ANTICORPOS DE
GP63

Buscando compreender o padrao de reconhecimento dos anticorpos
10.0520 e 10.0590, foram feitas analises de comparagao de sequéncias, levando
em consideragao as sequéncias peptidicas a partir das quais os anticorpos foram
feitos juntamente com as sequéncias de GP63 do cromossomo 10 de L. braziliensis
e L. infantum. Para isso, primeiramente, foi feito um novo alinhamento entre as
sequéncias de GP63 de L. braziliensis (Figura 15) utilizando as sequéncias do
banco de dados de cinetoplastideos (TriTrypDB) obtidas com sequenciamento de
nova geragao, com o objetivo de avaliar se houve alguma alteragao nas regides de
C-terminal das proteinas do estudo. Foi observado que a quantidade de proteinas
pertencentes ao grupo 1 diminuiu de oito para cinco; o grupo 2 reduziu de quinze
para nove; e o grupo 3 aumentou de duas para dez, porém, ndo houve alteragao

da porcao C- terminal das sequéncias.

Figura 15. Caracteristicas de C-terminal das GP63 de L. braziliensis do novo sequenciamento. O
quadrado em vermelho demarca o motivo que caracteriza as proteinas constitutivas; o quadrado em
laranja ressalta motivos especificos de proteinas expressas em diferentes fases; os quadrados em
verde demarcam o sinal de adigao da ancora GPI.
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Fonte: A autora.
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Posteriormente, foi visto o posicionamento dos peptideos utilizados para
producgao dos soros na estrutura terciaria das proteinas a partir dos quais eles foram
originados, assim como também foi visto possiveis sitios de N- glicosilacéo e o
posicionamento da ancora de GPI (Figura 16). Foi observado que os peptideos se
encontram em posi¢cdes opostas na estrutura e também que cada proteina
apresenta diferentes sitios de N- glicosilagédo, localizados em regides distintas da

dos peptideos.

Figura 16. Posicao dos peptideos utilizados na estrutura 3D de proteinas GP63. Nas figuras A e B
estdo representadas a estrutura terciaria das proteinas LbrM.10.0520 e LbrM.10.0590,
respectivamente. Nas figuras A e B, encontra-se em vermelho a posi¢cao do peptideo conservado,
as esferas verdes representam os aminoacidos que podem sofrer glicosilagbes e em amarelo estao
os peptideos 10.0520 e 10.0590, respectivamente. Em rosa, na figura B, esta representada a
posicao de adicao da ancora de GPI.

(A) (B)
Proteina Proteina
10.0520 10.0590

Fonte: A autora.

Com base nas caracteristicas das cadeias polipeptidicas das sequéncias
proteicas LbrM.10.0520 e LbrM.10.0590, a topologia dessas proteinas na
membrana plasmatica foi predita por comparacdo com outras proteinas que
possuem topologia ja descrita em banco de dados (Figura 17). Foi possivel
observar que as proteinas apresentam topologias diferentes, com a LbrM.10.0520
apresentando apenas ~200 aminoacidos voltados para o meio extracelular
enquanto a proteina LbrM.10.0590 esta completamente voltada para o meio
extracelular. Além disso, nota-se que as posi¢coes dos peptideos nas proteinas
também sao diferentes, visto que o peptideo 10.0520 pode estar localizado no meio
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citoplasmatico, enquanto o peptideo 10.0590 pode estar localizado no meio
extracelular. O peptideo conservado encontra-se no meio extracelular em ambas

as predicoes.

Figura 17. Representacdo esquematica da topologia das proteinas LbrM.10.0520 e LbrM.10.0590
na membrana plasmatica. Nas figuras A e B estdo representadas sequéncias das proteinas
LbrM.10.0520 e LbrM.10.0590, respectivamente. Nas figuras A e B, encontra-se em rosa o0s
aminoacidos correspondentes ao peptideo sinal predito, em laranja os aminoacidos que estédo
localizado na porgdo extracelular, em cinza os aminoacidos que interagem com a membrana
plasmatica e em branco os aminoacidos localizados na porgao citoplasmatica da célula. Os
retdngulos amarelos demarcam a sequéncia correspondente ao peptideo conservado em ambas as
figuras, e os retangulos vermelhos correspondem as sequéncias dos peptideos 10.0520, na figura
A, e 10.0590, na figura B.
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Fonte: A autora.

Em seguida, foram realizados novos ensaios de Western Blot feitos com os
soros dos peptideos anti-10.0520 e anti-10.0590 frente as proteinas recombinantes
de GP63 (Figura 18). Observa-se que cada soro reconhece proteinas diferentes,
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sendo a proteinas LbrM.10.0520 reconhecida por ambos, e as proteinas
LbrM.10.0540 e LbrM.10.0590 sendo reconhecidas pelo anti-10.0520 e anti-

10.0590, respectivamente.

Figura 18. Ensaios de Western Blot dos soros anti-GP63 frente a proteinas recombinantes. Nas
figuras A esta representado a eletroforese em gel SDS-PAGE 15% contendo extratos celulares de
E. coli fracionados com as indugdes das proteinas recombinantes de GP63 utilizadas nos ensaios
de Western Blot das figuras B e C. Os retangulos vermelhos da figura A demarcam as proteinas
recombinantes nos seus respectivos pesos moleculares. Nas figuras B e C estdo os ensaios
realizados com os soros anti-10.0520 e anti-10.0590, respectivamente. Os retangulos vermelhos
indicam as proteinas recombinantes detectadas. Os ensaios foram realizados com os soros na
diluicdo 1:3000.

(A) (B) (C)
Gel SDS-PAGE das indugbdes Soro anti-10.0520 Soro anti-10.0590

45KkDa == sw—— -
> - -

Fonte: A autora.

Considerando as proteinas detectadas pelos soros contra os dois peptideos
citados, foi feita a busca pelos possiveis motivos de reconhecimento dos anticorpos
nessas proteinas. Para isso, a sequéncia do peptideo anti-10.0520 foi alinhada com
as sequéncias equivalentes das proteinas LbrM.10.0520 e LbrM.10.0540, as quais
ele reconhece, juntamente com a proteina LbrM.10.0590, que ele nao reconhece,
buscando ver o que ha em comum ou nao entre essas proteinas. O mesmo foi feito
com o peptideo anti-10.0590, utilizando as proteinas LbrM.10.0520, LbrM.10.0590
e LbrM.10.0540, sendo esta ultima a que o soro nao reconhece (Figura 19).
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Figura 19. Analise comparativa das sequéncias envolvidas no estudo. Nas figuras A e B estédo
representados os alinhamentos entre os peptideos derivados das proteinas LbrM.10.0520 e
LbrM.10.0590, usados na producéo dos soros, frente as proteinas recombinantes utilizadas no
estudo, respectivamente. Demarcado em vermelho na figura A, estdo os motivos idénticos (em
comum) entre o peptideo da LbrM.10.0520 e as proteinas recombinantes que o respectivo soro
reconhece, a LbrM.10.0520 e a LbrM.10.0540. Em azul, encontra-se marcado o motivo diferente
encontrado na proteina LbrM.10.0590. Na figura B esta demarcado em vermelho os motivos em
comum entre o peptideo da LbrM.10.0590 e as proteinas que ele reconhece, a LbrM.10.0590 e a
LbrM.10.0520. Em azul esta marcado o motivo diferente encontrado na proteina LbrM.10.0540.

A)ldentidade entre peptideo 10.0520 e proteinas B)ldentidade entre peptideo 10.0590 e proteinas
recombinantes recombinantes

Peptideo 0520 IIVTHDDPLPTYFQYFTEPS Peptideo 0590 IVLTHTS-VPQYFQYFTDPT
LbrM.10.0520 IIVTHDDPLPTYFQYFTKPS LbrM.10.0590 IVLTHTS-VPQYFQYFTDPT
LbrM.10.0540 SIATYDDPLPTYFQYFTKT- LbrM.10.0520 IIVTHDDPLPTYFQYFTK-P
LbrM.10.0590 -IVLT YFQYFTDPT LbxrM.10.0540 SIATYDDPLPTYFQYFTK-T

Fonte: A autora.

A anadlise da figura indica que as sequéncias de aminoacidos DDPLPT e
IVLTH sejam criticas para o reconhecimento pelos anticorpos dos soros anti-
10.0520 e anti-10.0590, respectivamente, em sequéncias de L. braziliensis, embora
nao seja possivel descartar outros aminoacidos como tendo um papel neste
reconhecimento. Com base nessa analise, foi feita entdo uma pesquisa por esses
motivos em todas as proteinas de GP63 do cromossomo 10 de L. braziliensis.
Também foi realizada a busca pelo peptideo conservado nas mesmas sequéncias.
Na figura 20 estado representados os alinhamentos dos trés peptideos juntamente

com as sequéncias das proteinas que contém a regido equivalente aos peptideos.
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Figura 20. Analise dos motivos de reconhecimento nas sequéncias de GP63 do cromossomo 10 de
L. braziliensis. Nas figuras A, B e C encontram-se alinhadas as sequéncias dos peptideos usados
na produgéao dos soros anti-10.0520, anti-10.0590 e conservado, respectivamente, juntamente com
as sequéncias de GP63 de L. braziliensis de banco de dados que contém os motivos de
reconhecimento dos anticorpos avaliados. Demarcado em vermelho na figura A e B, estdo os
motivos idénticos em comum entre os peptideos utilizados na produgado dos soros anti-10.0520 e
anti-10.0590, respectivamente, e diversas sequéncias de GP63 do cromossomo 10.

A) Identidade entre peptideo 10.0520 e proteinas de B) Identidade entre peptideo 10.0590 e proteinas de banco
banco de dados de dados
Peptideo 0520 IIVTHDDPLPTYFQYFTEPS Peptideo 0590 -IVLTHTSVPQYFQYFTDPT
LbrM.10.0920 GIRTYSTPMPTYFQYFTNAF LbrM.10.0920 GIRTYSTPMPTYFQYFTNAF
LbrM.10.0900 GIRTYSTPMPTYFQYFTNAF LbrM.10.0900 GIRTYSTPMPTYFQYFTNAF
Grupo 1 LbrM.10.0880 AIRTYSTPLPTYFQYFTNAS  Grupo 1|LbrM.10.0880 ATIRTYSTPLPTYFQYFTNAS
LbrM.10.0760 GIRTYSTPMPTYFQYEFNDTF LbrM.10.0760 GIRTYSTPMPTYFQYFNDTF
LbrM.10.0850 GIRTYSTPMPTYFQYFNDTF LbrM.10.0850 GIRTYSTPMPTYFQYFNDTF
LbrM.10.0520 -IVTHDDPLPTYFQYFTKP- LbrM.10.0520 -IVTHDDPLPTYFQYFTKP-
LbrM.10.0490 -ITTYDDPMPTYFRYFTET- LbrM.10.0490 -ITTYDDPMPTYFRYFTET-
LbrM.10.0540 -IATYDDPLPTYFQYFTKT- LbrM.10.0540 -IATYDDPLPTYFQYFTKT-
LbrM.10.0890 -IATYDDPLPTYFQYFTKT- LbrM.10.0890 -IATYDDPLPTYFQYFTKT-
Grupo 2|LbrM.10.0510 -IVKHDNPLPTYFRYFTKT- Grupo 2|LbxM.10.0510 -IVKHDNPLPTYFRYFTKT-
LbrM.10.0560 -IVFYDNPMPTYFQYFTNS- LbrM.10.0560 -IVFYDNPMPTYFQYFTNS-
LbrM.10.0570 -IVFYDNPMPTYFQYFTNS- LbrM.10.0570 -IVFYDNPMPTYFQYFTNS—
LbrM.10.0500 -FTQRKRPLPTYFQYFTDS- LbrM.10.0500 -FTOQRKRPLPTYFQYFTDS-
LbrM.10.0550 -FTQRKRPLPTYFQYFTDS- LbrM.10.0550 -FTQRKRPLPTYFQYFTDS-
LbrM.10.0590 -IVLTHTSVPQYFQYFTDPT LbrM.10.0590 -IVLTHTSVPQYFQYFTDPT
LbrM.10.0610 -IVLTHTSVPQYFQYFTDPT LbrM.10.0610 -IVLTHTSVPQYFQYFTDPT
LbrM.10.0620 -IVLTHTSVPQYFQYFTDPT LbrM.10.0620 -IVLTHTSVPQYFQYFTDPT
LbrM.10.0630 -IVLTHTSVPQYFQYFTDPT LbrM.10.0630 —-IVLTHTSVPQYFQYFTDPT
Grupo 3 LbrM.10.0640 -IVLTHTSVPQYFQYFTDPT Grupo 3 LbrM.10.0640 -IVLTHTSVPQYFQYFTDPT
LbrM.10.0670 -IVLTHTSVPQYFQYFTDPT LbrM.10.0670 -IVLTHTSVPQYFQYFTDPT
LbrM.10.0680 -IVLTHTSVPQYFQYFTDPT LbrM.10.0680 -IVLTHTSVPQYFQYFTDPT
LbrM.10.0690 -IVLTHTSVPQYFQYFTDPT LbrM.10.0690 -IVLTHTSVPQYFQYFTDPT
LbrM.10.0700 -IVLTHTSVPQYFQYFTDPT LbrM.10.0700 -IVLTHTSVPQYFQYFTDPT
LbrM.10.0860 AIRTYSTPLPTYFQYFTNAS LbrM.10.0860 AIRTYSTPLPTYFQYFTNAS
C) Identidade entre peptideo conservado e proteinas de banco
de dados
Peptideo conservado VROVOGSWKVTGMTG
LbrM.10.0920 VRQVQGSWRVTGMTG
Grupo 1|LbrM.10.0900 VRQVQGSWRVTGMTG
LbrM.10.0850 VRQVQGSWRVTGMTG
LbrM.10.0520 VRQVQGSWRVTGMTG
LbrM.10.0540 VRQVQGSWRVTGMTG
LbrM.10.0890 VRQVQGSWRVTGMTG
Grupo 2|LbrM.10.0510 VRQVQGTWKVTGMKG
LbrM.10.0560 VRQVQGTWKVTGMKG
LbrM.10.0570 VRQVQGTWKVTGMEG
LbrM.10.0500 VRQVQGTWKVTGMEG
LbrM.10.0590 VRQVQGTWKVTGMEG
LbrM.10.0610 VRQVQGSWRVTGMTG
LbrM.10.0620 VRQVQGSWRVTGMTG
LbrM.10.0630 VRQVQGSWRVTGMTG
LbrM.10.0640 VRQVQGSWRVTGMTG
Grupo 3 =
LbrM.10.0670 VRQVQGSWRVTGMTG
LbrM.10.0680 VRQVQGSWRVTGMTG
LbrM.10.0690 VRQVQGSWRVTGMTG
LbrM.10.0700 VRQVQGSWRVTGMTG
LbrM.10.0860 VRQVQGSWRVTGMTG

Fonte: A autora.

Observando esses dados juntamente com os dados das proteinas
separadas por grupos identificadas na figura 15, foi possivel estabelecer que o anti-
10.0520 deve reconhecer preferencialmente as proteinas GP63 do grupo 2 de L.
braziliensis previamente definido, enquanto o anti-10.0590 parece ter uma
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preferéncia pelas proteinas integrantes do grupo 3, embora também possa
reconhecer proteinas presentes no grupo 2, visto que ele consegue reconhecer a
proteina LbrM.10.0520 (grupo 2). Nenhum dos anticorpos parece reconhecer
proteinas do grupo 1. Com relagao ao anticorpo conservado, todas as proteinas de
GP63 do cromossomo 10 parecem ser reconhecidas.

Apesar de nao terem sido feitos testes dos soros utilizando proteinas
recombinantes do cromossomo 31 de L. braziliensis, também foi feita a procura por
motivos similares entre as sequéncias peptidicas dos anticorpos e as duas

sequéncias existentes no cromossomo 31 do parasita (Figura 21).

Figura 21. Analise dos motivos de reconhecimento nas sequéncias de GP63 do cromossomo 31 de
L. braziliensis. Nas figuras A, B e C encontram-se alinhadas as sequéncias dos peptideos usados
na producédo dos soros anti-10.0520, anti-10.0590 e conservado, respectivamente, juntamente com
as sequéncias de GP63 de L. braziliensis de banco de dados do cromossomo 31. Demarcado em
vermelho na figura A e B, estdo os aminoacidos idénticos em comum entre os peptideos utilizados
na producdo dos soros anti-10.0520 e anti-10.0590, respectivamente, e as proteinas.

A) Identidade entre peptideo 10.0520 e proteinas de  B) Identidade entre peptideo 10.0590 e proteinas de

banco de dados do cromossomo 31 banco de dados do cromossomo 31

Peptideo 0520 IIVTHDDPLPTYFQYFTEPS Peptideo 0590 IVLTHTSVPQYFQYFTD-PT
LbrM.31.1980 LTTYSSA-LPSYAQYFPNQPT LbrM.31.1980 LTTYSSALPSYAQYFPNQPT
LbrM.31.1990 LTTYSSA-LPSYAQYFPNQPT LbrM.31.1990 LTTYSSALPSYAQYFPNQPT

C) Identidade entre peptideo conservado e proteinas de
banco de dados do cromossomo 31

Peptideo conservado VRQVQGSWKVTGMTG
LbrM.31.1980 ALPSYAQYFPNQPTL
LbrM.31.1990 ALPSYAQYFPNQPTL

Fonte: A autora.

Com essa analise foi possivel observar que existem residuos de
aminoacidos em comum entre os peptideos e as sequéncias do cromossomo 31,
porém, ndo se encontram dispostos de maneira sequencial. Dessa forma nao é
possivel afirmar que ha reconhecimento dessas sequéncias pelos anticorpos do
estudo, mas o seu reconhecimento ndo pode ser excluido. Em seguida, a mesma
analise foi aplicada aos genes de GP63 de bancos de dados do cromossomo 10,
28 e 31 de L. infantum (Figura 22).
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Figura 22. Andlise dos motivos de reconhecimento nas sequéncias do cromossomo 10, 28 e 31 de
L. infantum. Legenda: Nas figuras A, B e C encontram-se alinhadas as sequéncias peptidicas
ligadas aos soros anti-10.0520, anti-10.0590 e conservado, respectivamente, juntamente com as
sequéncias de GP63 de L. infantum. Demarcado em vermelho nas figuras A, B e C estédo
demarcados os aminoacidos idénticos encontrados em comum entre os peptideos e as sequéncias
de bancos de dados.

A) Identidade entre peptideo 10.0520 e proteinas de B) Identidade entre peptideo 10.0590 e proteinas de
banco de dados dos cromossomos 10, 28 e 31 banco de dados dos cromossomos 10, 28 e 31
Peptideo 0520 ---TTVTHDDPLPTYFQYFTEPS— Peptideo 0590 ----IVLTHTSVPQYFQYFTDP-T

Grupo 1ILINF_10 .11200 GTCGIRGYSTPFSLYWQYET Grupo 1|LINF_10 .11200 GTCGIRGYSTPFSLYWQYFTN---

LINF_10.10200 GKCGVTRH-PDLPPYWQYFT LINF_10.10100 GACSLATY-QSLPPYQWYFTD---
LINF_10.11100 GKCGVTRH-PDLPPYW LINF_10.10200 GKC-GVTRHPDLPPYWQYFTD==--
LINF_10.10300 GKCGVTRH-PDLPPYWQYFTD--- LINF _10.11100 GKC-GVTRHPDLPPYWQYETD---
Grupo 2 LINF_10.10600 GKCGVTRH-PDLPPYWQYFTD--- Grupo 2 LINF_10.10300 GKC-GVTRHPDLPPYW( ‘D
LINF_10.10700 GKCGVTRH-PDLPPYWQYFTD--- LINF_10.10600 GKC-GVTRHPDLPPYW
LINF_10.10800 GKCGVTRH-PDLPPYWQYFTD--- LINF_10.10700 GKC-GVTRHPDLPPYW
LINF_10.10900 GKCGVTRH-PDLPPYWQYFTD--- LINF_10.10800 GKC-GVTRHPDLPPYWQYFTD==-
LINF_10.11000 GKCGVTRH-PDLPPYWQYFTD--- LINF_10.10900 GKC-GVTRHPDLPPYWQYFTD---
Grupo 3 LINF_10.10100 GACSLATY-QSLPPYQWYFTD--- Grupo 3 LINF_10.11000 GKC-GVTRHPDLPPYWQYETD---
LINF_10.11300 GKCGVTRH-PDLPPYWQYFTD--- LINF _10.11300
Gromossomos LINF_28.10700 ----LTSYKSNLPTYFQOYFGDPRL Cromossomos LINF_28.10700
28 e 31 LINF 28.10800 ----LTSYKSNLPTYFQYFGDPRL 28 e 31 LINF_28.10800
LINF_31.28000 ----LTTYSSSLPSYAQYFPNQPT LINF_31.28000 ----LTTYSSSLPSYAQYFPNQPT

C) Identidade entre peptideo conservado e proteinas
de banco de dados dos cromossomos 10, 28 e 31

Peptideo conservado VROVOGSWKVITGMTG
Grupo 1|LINF_10.11200 VRQVQDKWNVTGMVD
LINF_10.10200 VI )DKWKVTGMGD
LINF_10.11100 VRQVQDKWKVTGMGD
LINF_10.10300 VRQVQDKWKVTGMGD
LINF_10.10400 VRQVODKWKV'T'GMGD
LINF 10.10500 VROVODKWKVTGMGD
Grupo 2 —
LINF_10.10600 VRQVQDKWKVTGMGD
LINF_10.10700 VRQVQDKWKVTGMGD
LINF_10.10800 VRQVQDKWKVTGMGD
LINF_10.10900 RQVODKWKVTGMGD
LINF_10.11000 VRQVODKWKV'T'GMGD
G LINF 10.10100 VROVODKWKVTGMGD
rupo 3 —
LINF_10.11300 VODKWKVTGMDD
Cromossomos |FINF_28.10700 VQRENGNIVVSPFIK
28 e 31 LINF_28.10800 VQRENGNIVVSPFIK
LINF_31.28000 VRRLAASTSIVVNSM

Fonte: A autora.

Estas analises indicam que os principais componentes dos motivos de
reconhecimento dos anticorpos 10.0520 (DDPLPT) e 10.0590 (IVLTH), presentes
nas sequéncias de L. braziliensis, nao foram devidamente encontrados em L.
infantum. No entanto, o motivo YFQYFT dos peptideos 10.0520 e 10.0590
encontra-se presentes em todas as sequéncias avaliadas, incluindo as sequéncias
do cromossomo 28 e 31, com alguns residuos variaveis. Ja o peptideo conservado
parece reconhecer proteinas somente do cromossomo 10 de L. infantum. Dessa
forma, diferente do que foi visto em L. braziliensis, nao é possivel diferenciar entre

os grupos de C-terminal de L. infantum.
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4.2 RECONHECIMENTO DOS ANTICORPOS DE GP63 FRENTE A CURVAS DE
CRESCIMENTO DE PROMASTIGOTAS DE L. BRAZILIENSIS

Ensaios de Western Blot foram realizados frente a curvas de crescimento de
L. braziliensis e podem ser visualizados na figura 23. Na figura 23A, pode ser
observado o ensaio com o anti-10.0520. Neste ensaio, houve o reconhecimento de
bandas de ~60 kDa, as quais se mantém estavel durante todo o ciclo do parasita,
com um aumento discreto dos niveis de expressdo nos pontos de 48h e 72h,
correspondentes a fase de crescimento exponencial.

Na figura 23B esta representado o ensaio realizado com o anti-10.0590. E
possivel observar a deteccdo de ao menos cinco bandas distintas, uma inferior a
30 kDa e outras bandas de ~60 kDa, ~66 kDa, ~75 kDa e ~96 kDa. A banda inferior
a 30 kDa apresenta expressao detectada somente nos periodos de 24h até 72h, e
a banda de ~96 kDa nao apresenta expressao em 96h. De uma forma geral, todas
as bandas estdo mais fortes nos pontos do meio da curva, indicando uma maior
expressao nas células em crescimento exponencial, com uma particularidade que
a banda de ~75 kDa se torna mais abundante que as demais no ponto de 96h.

Na figura 23C, esta representado o ensaio realizado com o anti-peptideo
conservado, onde é possivel observar a presenca de uma banda de ~60 kDa,
similar a banda encontrada pelo anti-10.0520. Pode-se observar que os niveis de
expressao permanecem estaveis durante todo o ciclo do parasita com um discreto

aumento no ponto de 72h.
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Figura 23. Western Blot dos anticorpos anti-GP63 frente a curvas de crescimentos de promastigotas
de L. braziliensis. Extratos celulares de promastigotas de L. braziliensis fracionados em gel SDS-
PAGE 15% e analisados por WB com anticorpos anti-10.0520 (A), anti-peptideo conservado (B) e
anti-10.0590 (C). O ensaio demonstrado na figura A foi realizado na diluicdo 1:100 enquanto os das
figuras B e C foram realizados na diluicdo 1:50. As setas apontam para as diferentes bandas

detectadas.
(A)
Anti-10.0520
Oh 24h 48h 72h 96h
96kDa — -
66kDa —
T ——, S —
45kDa —
30kDa —

EIF4A1

(B)
Anti-10.0590

Oh 24h 48h 72h 96h

5
\

96kDai
66kDa—

45kDa—

EIF4A1

(®)

Anti-conservado

Oh 24h 48h 72h 96h

Fonte: A autora.
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66kDa— e ~—
45kDa—
30kDat—
EIF4A1
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4.3 RECONHECIMENTO DOS ANTICORPOS DE GP63 FRENTE A CURVAS DE
CRESCIMENTO DE L. INFANTUM

4.3.1 Curvas de Crescimento de Promastigotas

Ensaios de Western Blot realizados frente a curvas de crescimento de
promastigotas de L. infantum podem ser visualizados na figura 24. Na figura 24,
pode ser observado o ensaio com o anti-10.0520, onde, houve um fraco
reconhecimento de uma banda de ~60 kDa, equivalente a banda observada em L.
braziliensis, e outro mais significativo de uma banda de ~96 kDa. Observa-se que
ambas as bandas apresentam expressao praticamente nula nos dois ultimos pontos
da curva, indicando expressao preferencial nas fases de crescimento exponencial.

Na Figura 24B esta representado o ensaio realizado com o anti-10.0590,
representante dos grupos 2 e 3 de L. infanfum. Neste, é possivel observar a
presenca de uma banda inferior a 30 kDa e outras bandas de ~80 kDa, ~90 kDa, e
outras duas bandas superiores as demais. Diferentemente do que acontece em L.
braziliensis, as bandas sugerem expressdo mais estavel ao longo das fases de
crescimento, havendo nivel mais baixo de expressao somente no tempo de 96h da
curva de crescimento. Similar a L. braziliensis, uma unica banda, no caso de ~80
kDa, se torna mais abundante no ponto de 96h, quando as demais diminuem.

Na figura 24C, esta representado o ensaio realizado com o anti-peptideo
conservado, onde é possivel observar a presenca de uma banda de ~66 kDa. Pode-
se observar que os niveis de expressdo permanecem estaveis durante todo o ciclo
do parasita, como também visto em L. braziliensis. Como controle das reacgoes, foi

utilizado o anticorpo da EIF4A1, proteina citoplasmatica de expressao constitutiva.
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Figura 24. Western Blot dos anticorpos anti-GP63 frente a curvas de crescimentos de promastigotas
de L. infantum. Extratos celulares de promastigotas de L. infantum fracionados em gel SDS-PAGE
15% e analisados por WB contra os anticorpos anti-10.0520 (A), anti-10.0590 (B) e anti-peptideo
conservado (C). Os ensaios demonstrados nas figuras foram realizados na diluicdo 1:50. As setas
apontam para as diferentes bandas detectadas.

(A) (B)
Anti-10.0520 Anti-10.0590
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66kDa — S L e

45kDa —

vonmllinly, il

30kDa —

EIF4A1
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Fonte: A autora.
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4.3.2 Curvas de Crescimento de Amastigotas

Os ensaios de Western Blot realizados frente a curvas de crescimento de
amastigotas de L. infantum podem ser visualizados na figura 25. Na figura 25A,
pode ser observado o ensaio com o anti-10.0520, mostrando o reconhecimento de
uma banda de ~60 kDa e outro reconhecimento de uma banda de 96 kDa. Ambas
as bandas podem ser visualizadas também na curva de promastigotas da espécie,
porém nao ha reconhecimento nos pontos de Oh e 96h, indicando expressao
somente em fase de crescimento exponencial.

Na Figura 25B esta representado o ensaio realizado com o anti-10.0590.
Neste, € possivel observar a presenca de uma banda inferior a 30 kDa e outras
bandas de ~60 kDa, ~66 kDa, ~80 kDa, ~90 kDa. E possivel observar que o perfil
€ mais semelhante ao observado para promastigotas de L. braziliensis do que
promastigotas de L. infantum. E assim como em L. braziliensis, as bandas sugerem
uma maior expressao nas células em crescimento exponencial, apresentando
niveis mais baixos de expressao nos pontos de Oh e 96h da curva de crescimento.

Na figura 25C, esta representado o ensaio realizado com o anti-peptideo
conservado, onde ndo foi possivel detectar a presenca de bandas. Como controle
das reacobes, foi utilizado o anticorpo da EIF4A1, proteina citoplasmatica de

expressao constitutiva.
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Figura 25. Western Blot dos anticorpos anti-GP63 frente a curvas de crescimentos de amastigotas
de L. infantum. Extratos celulares de amastigotas de L. infantum fracionados em gel SDS-PAGE
15% e analisados por WB contra os anticorpos anti-10.0520 (A), anti-10.0590 (B) e anti-peptideo
conservado (C). Os ensaios demonstrados nas figuras foram realizados na diluicdo 1:50. As setas
apontam para as diferentes bandas detectadas.
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Fonte: A autora.
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4.4 RECONHECIMENTO DOS ANTICORPOS DE GP63 FRENTE A
FRACIONAMENTOS CELULARES POR GRADIENTE DE DIGITONINA

4.4.1 Fracionamento Celular de Promastigotas de L. braziliensis

Os ensaios de Western Blot realizados frente ao fracionamento celular de
promastigotas de L. braziliensis, em fase de crescimento logaritimica e
estacionaria, podem ser visualizados na figura 26. Na figura 26A, pode ser
observado o ensaio com o anti-10.0520. Neste ensaio foi possivel observar o
aparecimento da banda de ~60 kDa, previamente identificadas em ambas as fases
de crescimento. Esta banda aparece somente na fragdo 5 do fracionamento, por¢ao
que contém proteinas insoluveis, nucleares e de membrana.

Na figura 26B esta o ensaio realizado com o anti-10.0590. Como na analise
anterior, neste ensaio também foi observado a presenca de diversas bandas, em
ambas as fases de crescimento, e foram detectadas de forma diferenciada nas
varias fracdes testadas. Na fracédo 1/2, é possivel visualizar uma banda de ~96 kDa
e outra de ~66 kDa em ambas as fases de crescimento. Ja na fracdo 3 é possivel
visualizar as mesmas bandas de ~96 kDa e ~66 kDa, nas duas fases, e outra banda
inferior a 30 kDa que aparece apenas na fase estacionaria. Na fracdo 4 nao foram
visualizadas bandas em nenhuma fase de crescimento. Na fragao 5, por sua vez,
foram observadas bandas de ~75 kDa, ~66 Da e ~63 kDa nas duas fases, e uma
banda inferior a 30 kDa somente na fase estacionaria.

Nos ensaios de western Blot realizados com o anti-peptideo conservado nao
foi possivel visualizar nenhuma banda (dados ndo mostrados). Como observado na
figura 26, e como controle do experimento de fracionamento, proteinas
citoplasmaticas (representadas pelo EIF4A1) podem ser encontradas nas fracdes
1/2 e 3, enquanto proteinas mitocondriais (Lci13, a HSP70 mitocondrial) podem
estar presentes principalmente nas fragdes 3, 4 e 5.
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Figura 26. Western Blot dos anticorpos de GP63 frente ao fracionamento de L. braziliensis. As
fragcOes resultantes do fracionamento por digitonina de promastigotas de L. braziliensis, em duas
fases de crescimento diferentes, foram analisados contra os anticorpos anti-10.0520 (A), anti-
10.0590 (B) na diluicdo de 1:50. Como controle citoplasmatico, foi utilizado o anticorpo EIF4A1, e
como controle mitocondrial foi utilizado o anticorpo anti-Lci13 (HSP70 mitocondrial), ambos em
diluicdo de 1:1000.

(A) (B)
Anti-10.0520 Anti-10.0590
Log. Est. Log. Est.
[ A \ l
'F1/2F3 F4 F5) [F1/2F3 F4 F5 ) TF12F3 FA F5) (FI2F3 F4 F5
96kDa—
96kDa —
66kDa—
66kDa—
45kDa —
45kDa—
30kDa — 30kDa—"
EIF4A1 o - EIF4AA1 o .
Lci13 - Lci13 -
— = — - =

Fonte: A autora.

4.4.2 Fracionamento Celular de Promastigotas De L. infantum

Os ensaios de Western Blot realizados frente aos fracionamentos por
gradiente de digitonina de L. infantum podem ser visualizados na figura 27.
Também foram feitos fracionamentos nas fases de crescimento logaritimica e
estacionaria. Na figura 27A, pode ser observado o ensaio com o anti-10.0520.
Neste ensaio foi possivel observar o aparecimento de uma banda de ~96 kDa, em
ambas as fases de crescimento, que aparece somente na fracdo 5 do
fracionamento. Além desta, também ¢é possivel observar uma banda de ~60 kDa
que aparece na fragcao 5 de ambas as fases de crescimento, mas também pode ser
vista fracamente na fragao 3 das células em fase de crescimento estacionaria.

Na figura 27B esta o ensaio realizado com o anti-10.0590. Neste ensaio foi
observado a presenca de trés bandas distintas, em ambas as fases de crescimento,
apenas na fracdo 1/2. E possivel observar uma banda com peso molecular superior
a 96 kDa, outra banda de ~96 kDa e outra com peso inferior a 30 kDa. Nos ensaios
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de western Blot realizados com o anti-peptideo conservado, mais uma vez, nao foi

possivel visualizar nenhuma banda (dados ndo mostrados).

Figura 27. Western Blot dos anticorpos anti-GP63 frente ao fracionamento de L. infantum. As
fragcOes resultantes do fracionamento por digitonina de promastigotas de L. infantum, em duas fases
de crescimento diferentes, foram analisados contra os anticorpos anti-10.0520 (A), anti-10.0590 (B)
na diluicdo de 1:50. Como controle citoplasmatico, foi utilizado o anticorpo EIF4A1, e como controle
mitocondrial foi utilizado o anticorpo anti-Lci13 (HSP70 mitocondrial), ambos em diluigdo de 1:1000.
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Fonte: A autora.

4.5 ENSAIOS DE IMUNOFLUORESCENCIA COM O ANTICORPO 10.0520

Visando confirmar os resultados obtidos acima, foram realizados ensaios de
imunofluorescéncia com os anticorpos anti-10.0520, com as espécies de L.
braziliensis e L. infantum ambas em fase exponencial de crescimento. Os
resultados podem ser vistos nas figuras 28 e 29, respectivamente. Ambas as
espécies avaliadas apresentaram o mesmo padrao de fluorescéncia, que marcou
grande parte da membrana das células, indicando que as proteinas detectadas
pelos anticorpos anti-10.0520 sdo majoritariamente membranares. Como controle
positivo do experimento, foi utilizado o anticorpo contra a proteina Lci10, com

padrao de fluorescéncia apical e axial.



64

Figura 28. Imunofluorescéncia de células de L. braziliensis com anticorpo 10.0520. Na figura esta
representado o ensaio feito com L. braziliensis. Nas duas primeiras fileiras estdo representados os
controles negativo e positivo, respectivamente. Na terceira fileira observa-se o ensaio realizado com
o anticorpo 10.0520. Em azul esta marcado pelo DAPI o nucleo e cinetoplasto das células, e em
verde estdo os antigenos reconhecidos pelos anticorpos utilizados. Na ultima coluna observa-se a
sobreposicao das duas fluorescéncias.
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Fonte: A autora.
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Figura 29. Imunofluorescéncia de células de L. infantum com anticorpo 10.0520. Na figura esta
representado o ensaio feito com L. infantum. Nas duas primeiras fileiras estdo representados os
controles negativo e positivo, respectivamente. Na terceira fileira observa-se o ensaio realizado com
o anticorpo 10.0520. Em azul esta marcado pelo DAPI o nucleo e cinetoplasto das células, e em
verde estdo os antigenos reconhecidos pelos anticorpos utilizados. Na ultima coluna observa-se a
sobreposicao das duas fluorescéncias.

Anticorpo DAPI Sobreposic¢ao

Controle -

Anti-Lci10
(controle +)

Anti-10.0520

Fonte: A autora.
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5 DISCUSSAO

Estudos tém mostrado que as espécies de Leishmania do subgénero
Viannia apresentam maior numero de genes codificantes da proteina de viruléncia
GP63, preferencialmente situados no cromossomo 10 (Steinkraus et al. 1993;
Valdivia et al. 2015). Dentre essas espécies, destaca-se a Leishmania braziliensis,
que apresenta o maior numero de cépias génicas, resultado de um processo de
expansdo que possivelmente ocorreu como um mecanismo de adaptagdo do
parasita frente aos seus diferentes hospedeiros (VALDIVIA et al., 2015). A grande
quantidade de copias sdo dispostas em “tandem”, o que pode viabilizar diferentes
niveis de transcricdo desses genes (ROGERS et al., 2011), corroborando com
analises de um estudo prévio de RNAseq com promastigotas de L. braliziensis
(dados nao publicados). Além disso, estudos in silico sugerem que as sequéncias
presentes no cromossomo 10 de Leishmania sp. podem estar mais relacionadas a
funcdes exercidas no hospedeiro vertebrado (Castro Neto et al. 2019).

No que diz respeito a expressao das proteinas de GP63, sabe-se que em
espécies de Leishmania do subgénero Leishmania existem diferentes niveis de
expressao das mesmas ao longo das fases de crescimento do parasita, como visto
em estudo realizado com L. infantum. Através de analises de espectometria de
massas juntamente com a utilizagao de anticorpo policlonal anti-GP63, foi visto que
o conteudo de GP63 liberado em exossomas de L. infantum pode variar, sendo
maior ou menor de acordo com a fase de crescimento em que o parasita se
encontra (MARSHALL et al., 2018). Além de diferengas de expressao, as proteinas
GP63 apresentam notaveis divergéncias entre suas regides de C-terminal, o que
pode influenciar tanto no momento de expressdo das mesmas, como na localizagao
dessas proteinas no parasita. Ja foi observado em estudo com L. mexicana, que
diferentemente das GP63 nas formas promastigotas, nas formas amastigotas as
proteinas que ndo possuiam sinal de adicao da ancora de GPI foram localizadas
na bolsa flagelar do parasita (MEDINA-ACOSTA et al., 1989). Estudos in silico
apontaram que essas divergéncias na C-terminal das GP63 sido observadas
também em L. braziliensis, com a existéncia de trés tipos de C-terminal
predominantes: um mais alongado, composto por residuos de aminoacidos

hidrofobicos que podem caracterizar dominio transmembranar (grupo 1); outro com



67

a presenca do sinal de adigdo da ancora de GPI (grupo 3); e outro muito mais curto
que os demais, que termina em uma regido conservada, caracterizando um C-
terminal inexistente em outras espécies de Leishmania (grupo 2) (Castro Neto et al.
2019).

Os anticorpos utilizados nesse estudo para analise de expressao das
proteinas de GP63 se mostraram especificos a grupos distintos de proteinas de
GP63 de L. braziliensis. Apesar disso, foi observado que as proteinas de ambas as
espécies avaliadas sao expressas de maneira simultanea, porém, com diferentes
niveis de expressao ao longo do ciclo de vida dos parasitas, corroborando com os
dados da literatura (MEDINA-ACOSTA; KARESS; RUSSELL, 1993; VOTH et al.,
1998). Dentre os anticorpos utilizados, o anti-10.0520 se mostrou mais especifico,
identificando menos bandas em ambas as espécies avaliadas. Nos resultados
obtidos frente as curvas de promastigota e amastigota de L. infantum, podemos
observar que existe clara preferéncia de expressdo em fase de crescimento
exponencial. Ja em L. braziliensis, essa preferéncia ndo €& evidente, com as
proteinas apresentando expressdo mais estavel. Com estes ensaios foi possivel
ver que as proteinas de GP63 apresentam-se em isoformas, com diferentes pesos
moleculares que indicam processos de modificagdo pods-traducionais distintos.
Esses dados corroboram com estudo realizado também com L. braziliensis
provenientes de lesdes cutaneas, onde a partir da utilizagcdo de anticorpo policlonal
de GP63 de L. mexicana, foram encontradas diversas isoformas da proteina com
pesos moleculares de 35 kDa até 120 kDa (CUERVO et al., 2008). A origem da
diversidade de isoformas de GP63 encontradas em estudos ja foi avaliada em L.
infantum, onde foi visto que a retirada das N- glicosilagbes e da éncora de GPI do
C-terminal das proteinas nao impactou significativamente na migracdo das
proteinas em gel de poliacrilamida, sugerindo que essas modificacbes pos-
traducionais pelas quais as proteinas passam ndo sao unicamente responsaveis
pelas isoformas existentes (YAO et al., 2004).

Nos ensaios utilizando o anti-10.0590 frente as curvas de crescimento, é
possivel observar a detecgdo de uma maior variedade de isoformas, indicando
possivelmente a deteccdo ndo apenas de proteinas do cromossomo 10, mas
também as proteinas dos cromossomos 28 (L. infantum) e 31 (L. infantum e L.
braziliensis). Além disso, foi possivel detectar cinco bandas definidas de proteinas

nas duas formas evolutivas de L. infantum, porém, as proteinas apresentam
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diferentes pesos moleculares, supostamente indicando o reconhecimento de
variantes das mesmas proteinas, mas que apresentam modificacbes pos-
traducionais distintas para cada forma de vida. A diferenca dessas modificacbes
entre diferentes formas evolutivas de uma mesma espécie ja foi vista em estudos
com L. infantum e Trypanosoma cruzi, € em ambas, essa diferenga de modificagédo
foi correlacionada a diferentes localizagdes subcelulares das proteinas nos
parasitas (HSIAO et al., 2008; KULKARNI et al., 2009).

Com relacdo as analises com o anticorpo conservado, foi visto que ele
consegue detectar apenas proteinas do cromossomo 10 de ambas as espécies, 0
que pode justificar o reconhecimento de apenas uma banda nas formas
promastigota de ambas as espécies. Além disso, observou-se que nas formas
promastigotas os resultados foram mais fracos de forma geral, se comparados aos
resultados obtidos com os demais anticorpos, e em amastigotas n&do houve
deteccdo de nenhuma banda. E possivel que o peptideo utilizado para producéo
do anticorpo nao tenha sido imunogénico o suficiente para geragao de titulos de
anticorpos mais altos, o que pode explicar o reconhecimento mais fraco em
promastigotas. Com relagdo a auséncia de reconhecimento em amastigotas,
alguns estudos apontam que o processamento pos-traducional dessas proteinas
acontece de maneira diferente do dos promastigotas (HSIAO et al., 2008; MEDINA-
ACOSTA et al., 1989), como também foi visto neste estudo em L. infantum,
havendo entédo a possibilidade de alguma modificagdo desconhecida estar proxima
ou na propria regido do peptideo conservado, o que prejudicaria o reconhecimento
dessa regiao.

Os resultados obtidos de analise de expressao das proteinas de GP63 de
L. braziliensis até o presente momento, n&o corrobora totalmente com os dados da
literatura das espécies do subgénero Leishmania (RAMAMOORTHY et al., 1992;
VOTH et al., 1998) visto que nao foi observado distingdo de expressao entre os
grupos de C-terminal, porém, as proteinas apresentaram diferentes niveis de
expressao. Os dados mostram que as proteinas reconhecidas pelo anti-10.0590
(grupo 3 e proteinas do cromossomo 31) apresentaram aumento de expressao em
determinados momentos do crescimento do parasita, mas n&do sao exclusivas da
fase logaritmica ou estacionaria. Ja os dados com relagao ao anti-10.0520 (grupo
2), demonstraram que as proteinas sao expressas de maneira constitutiva. Com

relacéo a diferenga de expressao entre formas evolutivas, nao foi possivel avaliar
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as formas amastigotas de L. braziliensis para conclusdo da analise. O perfil de
bandas encontradas de GP63 em todos os ensaios de Western Blot corrobora com
ensaios de deteccao de atividade enzimatica de metaloproteases, pela técnica de
zimografia, realizados com extrato de L. braziliensis, onde foram detectadas
atividades proteoliticas a partir de 50 kDa até 125 kDa (CUERVO et al., 20006).
Bandas inferiores a 30 kDa n&o foram encontradas, sugerindo que a banda
encontrada com o anti-10.0590 pode ser produto de degradacgéo.

Acerca da localizagao subcelular das proteinas de GP63, foi visto tanto por
fracionamento quanto por imunofluorescéncia que o anti-10.0520 parece detectar
proteinas exclusivamente membranares, resultado esse surpreendente visto que
esse anticorpo detecta preferencialmente proteinas do grupo 2 de C-terminal de L.
braziliensis, que nao apresentam sinal de adicdo da ancora de GPI. Entretanto, ndo
€ excluida a possibilidade dessas proteinas serem liberadas para o meio
extracelular posteriormente, como ja foi visto em estudo com L. mexicana, onde as
proteinas foram liberadas da membrana possivelmente por eventos de
autoprotedlise (MCGWIRE et al., 2002).

Através dos dados obtidos com o anti-10.0590 pelo fracionamento celular,
foi possivel verificar que as proteinas detectadas com esse anticorpo se dividem
entre citoplasmaticas, organelares e membranares, com algumas sendo
encontradas em todos os compartimentos simultaneamente, como visto em L.
braziliensis. A variedade de bandas encontradas nessa analise reflete os resultados
encontrados na analise de motivos realizada, onde foi visto que esse anticorpo
pode detectar proteinas nao apenas do grupo 3 de C-terminal, mas também de
proteinas dos cromossomos 28 e 31 das espécies avaliadas. Nesse caso, nao foi
possivel definir especificamente a quais grupos de C-terminal cada proteina
detectada pertence, porém, observa-se que foram encontradas proteinas em
fragcdes soluveis do fracionamento, indicando que elas podem ser eventualmente
secretadas pelos parasitas, como ja demonstrado em diversos estudos (JAFFE;
DWYER, 2003; MCGWIRE et al., 2002; YAO et al., 2002).

De modo geral, este estudo evidenciou as diferengas de expressao das
proteinas GP63 nao apenas entre espécies distintas como também entre diferentes
formas evolutivas de uma mesma espécie. Para maiores esclarecimentos sobre a

atuacao dessas proteinas durante ciclo de vida do parasita, outras analises ainda
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precisam ser realizadas, especialmente no que concerne a localizagao subcelular

dessas proteinas.
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6 CONCLUSOES

e Os anticorpos utilizados nesse estudo foram capazes de detectar grupos de
proteinas GP63 distintos em L. braziliensis e L infantum;

e As proteinas identificadas nos ensaios de Western Blot apresentam
diferentes pesos moleculares, indicando a presenca de isoformas da

proteina GP63 com diferentes modificacdes pds-traducionais;

e Ha aumento de expressdao da maioria das proteinas de GP63 durante

crescimento exponencial dos parasitas;

e Na&o ha diferengas de expressdo com relagdo aos grupos de C-terminal de

L. braziliensis;

e As proteinas identificadas pelos anticorpos 10.0520 e 10.0590 apresentam
localizagdo subcelular distintas, ressaltando as divergéncias entre as

sequéncias de GP63.
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