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RESUMO

A leishmaniose visceral é uma doenca negligenciada, endémica na
Asia, Africa, Américas e na regido do Mediterraneo. Cerca de 1,5 a 2 milhdes
de novos casos ocorrem a cada ano no mundo, sendo que aproximadamente
350 milhdes estéo sob risco de adquirir a doenga e esta é responséavel por 70
mil mortes anuais. A evolucao clinica depende principalmente da resposta
imune do hospedeiro. O cdo é considerado o principal reservatério urbano do
agente Leismania infantum que € transmitido pelo flebotomineo Lutzomya
longipalpis. Varias proteinas de secrecdo classica e de superficie da
Leishmania foram testadas como potenciais antigenos. Por outro lado,
algumas proteinas intracelulares s&o capazes de modular a resposta imune
do hospedeiro por serem mais imunogénicas e terem sofrido menos pressao
seletiva evolutivamente. Durante a infeccdo, estas moléculas sao liberadas
apos a destruicdo de amastigotas intracelulares por macréfagos ativados,
mas, também podem ser excretadas por caminhos de secrecéo ndo-classicos.
Vérios antigenos intracelulares, tais como proteinas de choque térmico,as
proteinas ribossébmicas e as histonas foram investigadas como possiveis
vacinas contra diferentes espécies de Leishmania e como marcadores
diagnosticos. As proteinas Rabl-GTPase e ADF/Cofilina foram
surpreendentemente classificadas como potenciais fatores de viruléncia e
moduladores da resposta imunoldgica, assim como as proteinas intracelulares
mencionadas anteriormente. Desta forma, estudos adicionais que venham
permitir melhorias nos metodos diagnosticos e que poderdo favorecer a
prevencdo e o controle desta doenca, representam uma perspectiva de
melhoria da qualidade de vida da populacdo, principalmente em areas
endémicas. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial imunogénico
das proteinas Rabl-GTPase e ADF/Cofilina, expressar e purificar as duas
proteinas recombinantes e submeté-las a uma avaliagdo diagnéstica
sorologica pelo metédo ELISA. A proteina Rabl-GTPase apresentou mais
sitios possives para epitopos de celulas B em relagcdo a ADF/Cofilina. No
entanto, a ADF/Cofilina possui poucas regibes conservadas, quando



avaliadas pelo alinhamento multiplo. O teste ELISA permitiu testa-las quanto
a capacidade de serem reconhecidas por soro de cées infectados com LVC.
Todavia, faz-se necesséario aumentar o numero de amostras e realizar novos
testes que possibilitem determinar a sua sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo, valor preditivo negativo e a acuracia como alvos

diagnosticos da LVC em testes soroldgicos.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is a neglected disease, endemic in Asia, Africa,
the Americas and the Mediterranean region. Approximately 1.5 to 2 million new
cases occur every year around the world, with approximately 350 million being
at risk of acquiring the disease and accounting for 70,000 annual deaths. The
clinical course depends mainly on the immune response of the host. The dog
is considered the main urban reservoir of the agent Leismania infantum which
is transmitted by the sandfly Lutzomya longipalpis. Several classical and
surface secretory proteins of Leishmania were tested as potential antigens. On
the other hand, some intracellular proteins are able to modulate the immune
response of the host because they are more immunogenic and have suffered
less selective pressure evolutionarily. During infection, these molecules are
released after the destruction of intracellular amastigotes by activated
macrophages, but they may also be excreted by non-classical secretory
pathways. Several intracellular antigens, such as heat shock proteins,
ribosomal proteins and histones were investigated as possible vaccines
against different Leishmania species and as diagnostic markers. Rabl-
GTPase and ADF/Cofilin proteins were surprisingly classified as potential
virulence factors and modulators of the immune response, as well as the
intracellular proteins mentioned above. In this way, additional studies that
allow improvements in the diagnostic methods and that may favor the
prevention and control of this disease represent a perspective of improving the
quality of life of the population, especially in endemic areas. Thus, the objective
of this study was to evaluate the immunogenic potential of the Rab1-GTPase
and ADF/Cofilin proteins, to express and purify the two recombinant proteins
and to submit them to a serological diagnostic evaluation by the ELISA
method. The Rabl-GTPase protein showed more possible sites for B cell
epitopes compared to ADF/Cofilin. However, ADF/Cofilin has few conserved
regions when evaluated by multiple alignment. The ELISA test allowed them
to be tested for serum recognition of LVC-infected dogs. However, it is

necessary to increase the number of samples and perform new tests to



determine their sensitivity, specificity, positive predictive value, negative

predictive value and accuracy as LVC diagnostic targets in serological tests.
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1. INTRODUCAO

As doencas infecciosas parasitarias como a malaria, tuberculose,
hanseniase e as leishmanioses apresentam forte impacto na saude mundial.
Por isso, sdo necessarias medidas de controle destas doencas e seus
potenciais surtos. Categorizadas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
as leishmanioses estdo dentre as doencas negligenciadas, emergentes e
descontroladas, e a sua prevencdo € majoritariamente baseada em trés
parametros: controle do vetor invertebrado, controle do reservatério animal e
pesquisas que possibilitem melhorias nos métodos diagndsticos e o potencial

desenvolvimento de vacinas e novos farmacos (1,2).

1.1 Leishmanioses

As leishmanioses s&o um conjunto de doencas causadas por
protozoarios do género Leishmania da familia Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastida. As caracteristicas clinicas variam dependendo da espécie do
parasita e dos aspectos genéticos do hospedeiro que determinam a
efetividade da resposta imunoldgica. E de acordo com as manifestacdes
clinicas, pode ser dividido em: (1) cutaneo (localizado e disseminado), (2)
muco-cutaneo e (3) visceral ou kala-azar (3).

Na leishmaniose cuténea localizada, uma papula eritematosa aparece
no local da picada, cujo tamanho varia de 1 a 10 mm de diametro. Depois ela
se transforma em uma vesicula, que evoluira para uma Ulcera arredondada
com bordas nodulares, o fundo da Ulcera apresenta um tecido com aspecto
granulado, e periferia rosa e as vezes é coberto por uma pseudo-membrana
esbranquicada.

Enquanto que na forma cutanea difusa, percebe-se uma disseminagao
facilitada pela linfa, sangue ou tecidos. Isto deve-se principalmente por falta
de uma resposta imune celular eficiente aos antigenos do parasita. A doenca

chama a atencdo principalmente pela sua caracteristica clinica do tipo



18

maculopapulonodulares disseminada, alta parasitemia, cronicidade e
refratariedade aos tratamentos.

A leishmaniose muco-cutdnea € caracterizada por nodulos
sintomaticos mais freqientes em membros inferiores, com posterior
ulceracdo. Os pacientes geralmente desenvolvem lesdes secundarias no
complexo naso-faringeo, perfuracdo de septo e destruicdo da cartilagem
nasal. As manifestacbes das doencas mucosas incluem acometimento de
pilares e Gvula com aumento de volume, hiperemia, rugosidades e Ulceras
superficiais.

E por ultimo, leishmaniose visceral, que € clinicamente identificada com
sinais e sintomas, como febre, tosse, diarréia e esplenomegalia, e
pancitopenia. A maioria dos casos € de infecgdo assintomatica ou que
desenvolvem sintomas moderados ou transitorios como diarréia, tosse seca,
adinamia, febricula, sudorese e discreta hepatoesplenomegalia.

Elas podem ser desencadeadas por um grupo de protozodrios
classificados em mais de 20 espécies de Leishmania, transmitidas aos seres
humanos por meio da picada de um flebotomineo infectado, o qual possui
mais de 90 espécies conhecidas pela transmissédo do protozoario (4).

Em 2013, de acordo com os dados de endemia da leishmaniose
visceral distribuidos por paises e divulgados pela OMS, a LV esta presente
em quatro dos cinco continentes e com uma endemia observada em 73
paises, o que coloca em risco cerca de 350 milhées de pessoas no mundo. A
forma visceral (LV) da doenca apresenta alta taxa de letalidade se nao tratada
e aproximadamente 97% dos casos de LV que acometem as Américas,
ocorrem no Brasil, no qual foram registradas 70.000 notificacées oficiais e
mais de 3.800 mortes nas ultimas trés décadas (5-7).

Ainda sobre os dados epidemiolégicos do Brasil, em 2013 registou-se
uma taxa de letalidade de 7,1%, com coeficiente de incidéncia de 1,6 por
100.000 habitantes e com registro de 3.253 casos confirmados, ou seja, 67%
a mais dos registrados em 1990 (8).

A LV foi caracterizada primariamente como uma Zzoonose com

limitagcbes a ambientes rurais, conquanto, com o éxodo rural, a doenca foi
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submetida a uma transicdo epidemiologica evidente, com um aumento
significativo da incidéncia em areas urbanas. Presente nas cidades de médio
e grande porte e se tornou um crescente problema de saude publica no pais.
O aumento dessa incidéncia justifica-se pelo conjunto de fatores socio-
econdmicos, fisicos e biologicos induzidos por atividades humanas, que
culminou na adaptacao de vetores e reservatérios nas areas urbanas (9,10).

Curiosamente, a distribuicdo do numero de casos nao € uniforme,
sendo que 90% desses casos concentram-se em apenas seis paises: india,

Bangladesh, Sudao, Sudao Sul, Brasil e Etidpia, como mostra a Figura 1 (5).

Paises que
reportaram casos

importados de LV

Ardbia Saudita -8
Federagdo Russa — 2
Belgica-1
Finlandia-1
Republicade

Moldova- 1

0000

Nimero de novos
casosde LV
reportados, 2013
mm > 1000

W 500-999
| 100-499 [ N3o reportados casos autoctones }
« B8 <100 = Sem dados /
l o ] Nao aplicavel

Figura 1- Endemicidade da leishmaniose visceral no mundo em 2013. Fonte: WHO, 2015
adaptado.

Segundo os dados publicados pela Organizacdo Pan Americana de
Saude (OPAS), de 2001 a 2015, 52.176 casos humanos de LV foram
relatados nas Américas. Entre 2004 e 2011 houve uma tendéncia constante
no numero de casos, com uma média anual de 3.835 registros, no entanto,
em 2012 os casos reduziram para 2.892. Mas, a partir de 2013, houve um
aumento anual de casos (3.492), conforme demonstrado na figura 2 (11).
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Figura 2- Casos de leishmaniose visceral, de acordo com paises com maior casos, Américas,
2001-2015. Fonte: SisLeish-OPAS/OMS: Dados relatados por programas nacionais de
leishmaniose/servicos de vigilancia. Dados disponiveis em 20 de fevereiro de 2017.

No ano de 2015, foram relatados um total de 3.456 casos de LV e uma
taxa de incidéncia de 2,27 casos por 100.000 habitantes, nas Américas. Os
casos ocorreram em oito paises, e 95,1% continuam a ocorrer no Brasil. Do
total de casos relatados nas Américas, 64,64% eram do sexo masculino. Em
relacao a idade, 35,1% ocorreram em grupos com a faixa etaria = 20 e < 50
anos, seguidos pelo grupo de criangcas menores de cinco anos (31,9%), em
destaque na figura 3. Diferentemente, na Col6bmbia, Honduras e na
Venezuela, criangcas com menos de cinco anos foi a faixa etaria mais afetada,
com 95,2%, 83,3%% e 59,5% respectivamente (11).
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Figura 3 - Proporgéo de casos de leishmaniose visceral por faixa etaria e Pais, nas Américas,
em 2015. Fonte: SisLeish-OPS/OMS: Dados relatados pelo Programa Nacional de
leishmanioses, Servigo de Vigilancia 2017.

A distribuicdo espacial de LV na regido mostra uma ampla dispersao
de casos no nordeste, sudeste e Centro-Oeste do Brasil, expandindo a partir
do inicio da década de 2000 para a regido oriental do Paraguai, e
subsequentemente para a regido Nordeste da Argentina, atingindo
principalmente as provincias de Misiones, Corrientes e Entre Rios (Figura 4)
(4,12). Outro ponto relevante refere-se ao aumento da taxa de mortalidade e
letalidade da LV nas Américas, em que pode-se observar em 2015 o maior
namero de ébitos por ano (268 casos) e com uma taxa de letalidade de 7,7%.
Com estes dados alarmantes a OPAS/WHO recomenda a disponibilidade de
novas tecnologias, nas redes publicas do Brasil, associadas a novas
estratégias e acdes para que os profissionais de salde possam detectar o0s
casos mais precocemente possivel e realizar o diagndstico, evitando as

complicac@es, gravidade e morte.
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Figura 4 - Taxa de Leismaniose visceral, nas Américas, em 2015. Fonte: SisLeish-
OPS/OMS: dados relatados por programas nacionais de Leishmaniose: Servicos de
Vigilancia, 2017.

1.2 Agente etioldgico

Héa varios relatos documentados de evidencias fésseis de espécies
semelhantes ao género da Leishmania, conhecido como género féssil
Paleoleishmania proterus, encontrado no trato intestinal de uma espécie de
flebotomineo extinto, Palaeomyia burmitis, preservada em um ambar
birmanés formado no inicio do periodo cretaceo a cerca de 100 milhdes de
anos (13,14).

Entretanto, foi no século XIX que houve os primeiros relatos da LV, o
cirurgiao militar William Twining publicou um artigo em 1827 sobre pacientes

em Bengala, na india, que se apresentavam emaciados, com anemia aguda
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e febre intermitente. Posteriormente, William descreveu com mais detalhes os
sintomas do calazar, incluindo a aparéncia seca e escamosa da pele (15,16).

O primeiro surto de calazar ocorreu na vila de Mahomomedpore na
india que se expandiu rapidamente. A letalidade dos pacientes das éareas
afetadas chegou a 30%, e a palavra calazar foi culminada somente no final
do século XIX referindo-se a cor acinzentada da pele de pessoas de cor clara
durante o processo de infeccao (17).

Em novembro de 1900, o patologista escocés William Boog Leishman,
que serviu ao Exército britanico na india, descobriu estruturas ovoides em
esfregacos tomados post-mortem do baco de um soldado que morreu de
emaciacdo e esplenomegalia, na cidade Dum Dum, perto de Calcuta.
Posteriormente, ele encontrou estruturas semelhantes em um rato infectado
experimentalmente. O que levou a publicacdo de suas descobertas em 1903,
sugerindo que o0s corpos ovoides eram formas degeneradas de
tripanossomos, portanto, propunha que a doenca que ele chamava de febre
“‘Dum-dum” era uma forma de tripanossomiase (18).

O médico irlandés Charles Donovan, algumas semanas depois da
publicacdo de Leishman, publicou um artigo relatando ter encontrado corpos
semelhantes em amostras esplénicas em autopsia de individuos indianos que
apresentavam febre remitente e bagcos aumentados (18).

Enguanto isso, o médico britanico Ronald Ross, que foi ordenado pelo
governo indiano em 1898 para investigar o calazar, publicou um artigo em
novembro de 1903, comentando a descoberta dos corpos ovoides
encontrados por Leishman e Donovan no baco de pacientes com pirexia
cronica e esplenomegalia (19). Ele concluiu que os corpos ovoides ndo eram
tripanosomas degenerados, mas um novo organismo protozodario e que o
quadro clinico dos casos se assemelhava ao de kala-azar. Desta forma no
final de 1904, o termo Leishmania Donovani foi oficialmente adotado (17,20).

A LV so0 foi relacionada com o protozoario Leishmania infantum em
1908, quando foi descrita pela primeira vez pelo bacteriologista francés
Charles Jules Henry Nicolle, em criangas na Tunisia, que sofriam de anemia,

e esplenomegalia (21). No mesmo ano, juntamente com seu colega Charles
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Comte, encontraram o parasita em caes em Tunis. Desde entdo, os caes
foram implicados como importantes reservatorios de hospedagem para LV
(21,22).

No Novo Mundo os primeiros relatos foram descritos pelo médico
brasileiro Adolpho Carlos Lindenberg e pelo médico italiano Antonio Carini
juntamente com o brasileiro Ulysses de Freitas Paranhos (23,24).

A LV foi registrada pela primeira vez na América Latina na década de
1930. Aristides Marques da Cunha e Evandro Serafim Lobo Chagas, foram
incapazes de infectar animais em laboratério com os parasitas isolados em
casos brasileiros e conseguia com sucesso a infec¢do de isolados do velho
mundo. Isto os fizeram concluir na época que seria uma nova espécie
responsavel pela infeccdo no Novo Mundo, e o chamaram de Leishmania
chagasi (25). No entanto, por estudos de técnicas moleculares, evidenciou-se
gue as espécies L. chagasi e L. infantum ndo podem ser distinguidas (26).

Assim, as duas principais espécies envolvidas com a infeccdo na
leishmaniose visceral, dependendo da regido geografica sdo: L. donovani na
Asia e Africa e L. infantum na Asia, Europa, Africa, e nas Américas incluindo
o Brasil (5).

A L. infantum (sin. L. chagasi) € um eucarioto do filo Euglenozoa, classe
Kinetoplastida, da familia Trypanosomatidae, caracterizado pela presenca do
cinetoplasto, estrutura incomum a outros eucariotos, que consiste em uma
organela citoplasmatica estrutural e funcionalmente semelhante a

mitocondria, presente em certos organismos (27).

1.3 Interacdo parasito hospedeiro

A L. infantum tém um ciclo de vida digenético complexo, exigindo um
hospedeiro vertebrado e outro invertebrado, como ilustrado na figura 5 (28).
Esta doenca que apresenta uma ampla gama de manifestacées pode ser
assintomatica, aguda, crénica ou subclinica. E transmitida pela picada dos

invertebrados: Lutzomyia longipalpis que é o principal vetor de LV na América



25

Latina ou Phlebotomus perniciosus responsavel pela propagacéo na Bacia do
Mediterraneo Ocidental (3,29,30).

O cao domeéstico, por sua vez, € considerado o principal vertebrado
como reservatério do agente, no entanto outros canideos e mamiferos
selvagens podem exercer este papel na transmissao silvestre (31). No Brasil,
0 mais importante reservatério sdo: a raposa (Dusycion ventulus) e o cao
(Canis familiaris) que sdo os principais mantenedores do ciclo da doenca. O
homem também € uma importante fonte de infeccéo, principalmente quando

o Calazar incide sob aspectos epidémicos (4,31).

Flebotomineo Humanos e caes
Transferéncia
o promastigotas Promastigotas

o metaciclicas sdo fagocitadas
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Figura 5- Ciclo biolégico da Leishmania infantum. Fonte: Center for disease control and
centers for prevetion, 2013. (Adaptado)

1.3.1 Interagdo Leishmania e Vetor

O desenvolvimento do protozoario Leishmania em seu vetor € um
processo complexo. Depois que o flebotomineo alimenta-se de sangue
infectado, as formas amastigotas ingeridas se diferenciam em promastigotas

dividindo-se para dar seguimento ao ciclo biolégico digenético. No entanto,



26

existem inUmeras condi¢cdes adversas a serem superadas no intestino medio
do hospedeiro, incluindo as atividades enziméticas digestivas e a sintese de
uma barreira fisica, a matriz peritropica, que reveste todo o intestino médio
(32,33).

Somadas as barreiras descritas acima, ainda ha a necessidade da
adesao e fixagdo do parasita as células do intestino, de forma que venha evitar
a sua excrecao (34). O lipofosfoglicano é o principal glicoconjugado de
superficie do protozoario Leishmania, desempenha um papel protetor ao
parasita quanto as atividades enzimaticas de seu hospedeiro e medeia a
ligacdo do parasita ao intestino médio do flebétomo (34,35).

ApGs a digestéo, as formas amastigotas ingeridas serdo submetidas a
uma série de transformacdes estruturais e morfoldgicas induzidas pelas
mudancas dentro do vetor, como pH e temperatura (36,37). As primeiras
transformacdes dos morfotipos de promastigotas ocorrem dentro da matriz
peritrofica, e primeiro morfotipo observado é a promastigota prociclica, uma
forma replicativa com pouca motilidade que esta confinada a matriz peritréfica
(38).

Alguns dias depois, os parasitas diminuem a sua replicacdo e
diferenciam-se em formas alongadas com intensa motilidade, as
promastigotas nectomonas. Estas formas migram, se acumulam e fixam via
flagelo as microvilosidades do epitélio intestinal, esta etapa € essencial para
evitar a sua eliminacdo por meio do conteudo fecal (39,40). Portanto, este
periodo caracteriza a fase de estabelecimento da infeccdo em um vetor, ou
seja, a persisténcia e manutencao do parasito dentro do fleb6tomo (38).

Alcancando a regido toracica as nectomas transformam-se em
leptomonas uma forma promastigota mais curta e replicativa, que sao
responsaveis pela secrecdo de uma substancia gelationosa que envolve o
parasito, essencial para a transmissdo do parasito (41). Finalmente,as
promastigotas leptomonas diferenciam-se em promastigotas metaciclicas.
Estas podem ser identificadas préximas a valvula do estomadeu. Elas possum
um corpo celular pequeno, flagelo longo e n&o se dividem. S&o parasitos

altamente moveis e livres que podem migrar ao longo do intestino anterior e
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alcancar a faringe, cibario e probdcide, possibilitando assim uma transmisséo

via picada em hospedeiro vertebrado. (34,38,42).

1.3.2 Interacdo Leishmania e Vertebrados

Quando a fémea do inseto-vetor, parasitada realiza o repasto
sanguineo em um hospedeiro mamifero, sdo injetadas juntamente com a
saliva do inseto as formas promastigotas metaciclicas no tecido subcutaneo
do hospedeiro (43). Estas formas promastigotas serdo fagocitadas e no
interior do macrofago transformar-se-d4o em amastigotas, que se proliferarao
até serem liberadas por meio da lise celular do macrofago, e estas estarao
aptas a serem fagocitadas e a infectar novas células (44). Para melhor
compreensao desta interacdo faz-se necessario entender algumas

imunomodulagdes no proximo tdpico a sequir.

1.3.2.1 Leishmaniose e resposta imune

Os linfocitos T desempenham um papel central na imunorregulacéo e
imunoestimulacdo. As células T-helper podem ser classificadas em células
Thl que produzem interleucina IL-2 e interferon e estdo envolvidas na
imunidade celular e as células Th2 que produzem IL-4, IL-5 e IL-13 associadas
a imunidade humoral. E atualmente essa classificacdo foi expandida para
Thl7 e Treg. Na resposta Thl7 ocorre a producdo de citocinas proé-
inflamatorias e IL-17 que desempenham papéis importantes para a inducdo
da inflamacédo e em contraste as células Treg desempenham papéis centrais
para imunorregulacdo, pois inibem a proliferacdo e producdo de citoquinas
tanto nas células T CD4+ quanto CD8+, na producédo de imunoglobulinas por
células B, atividade citotoxica de células Naturais Killers (NK) e maturacao de
células dendriticas (DCs) (45).
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Estes mecanismos de imunomodulacdo, no hospedeiro vertebrado
esta diretamente associada a producdo de citocinas com a capacidade de
ativar os macréfagos, em especial o IFN-y que tem a sua producdo
assegurada pelo desenvolvimento de uma resposta especifica Th1.

Em um primeiro contato as formas promastigotas metaciclicas da
Leishmania interagem com receptores presente em células da resposta imune
inata, como as células dendriticas e macréfagos, que liberam interleucina 12
(IL-12), e estas estimulam as células NK a secretarem IFN-y. Que sé&o
importantes para a diferenciacéo e proliferacdo dos linfocitos CD4+ que por
sua vez produzem mais IFN-y. Esta citocina é considerada como a principal
responsavel pela inducdo da atividade leishmaniacida por macréfagos, pois
induz a expresséo de iINOS e producdo de NO, que atua na eliminacdo dos
parasitas e na resolucdo da infeccao (46—48).

A inducdo de células Th2 e Treg € regulada pela liberacao de IL-4 e de
IL-10, pois sdo subpopulacdo de células T CD4+ que expressam o fator de
transcricdo Foxp3 e CD25, e induzem a producao de IL-10 e TGF- B, e 0
préprio macréfago infectado € outra importante fonte de IL-10. Além das
subpopulacdes Thl, Th2 e Treg, as células Th1l7 vém ganhando destaque na
resposta contra a Leishmania, apresentando, no entanto, resultados
contraditorios. Alguns estudos demonstraram que a resposta mediada por
Thl7 apresentavam um efeito protetor em pacientes com leishmaniose
visceral em que a producédo de IL-17 e IL-12 foram associadas com resisténcia
a doenca. No entanto o mesmo néo foi observado para infectado com L. major
responsavel pela leishmaniose cutanea, em que verificou-se em
camundongos com alta producao de IL-17 era acompanhada por gravidade
da doenca, destruicdo tecidual e grande carga parasitaria (49).

Ao passo destas descricbes imunolégicas, pode-se compreender
melhor a interacdo parasito e hospedeiro vertebrado. Por exemplo temos
evidéncias crescentes de que o estado metabdlico dos macréfagos tem um
efeito profundo no crescimento intracelular das amastigotas. Estudos

demostraram que a infecgao por Leishmania em camundongos e 0 processo



29

de cicatrizacdo e cura estdo diretamente associados a uma resposta
transitoria ou prolongada de TH2 e respectivamente a ativagéo alternativa de
macrofagos, em verde na figura 6. Este estado de ativagdo € induzido por
citocinas IL-4, IL-13 e IL-10 que predominam em camundongos que nao
apresentavam cicatrizacdo. A ativacao alternativa dos macrofagos resulta na
elevacado da atividade endocitica, respiracdo mitocondrial e arginase-1, que
aumentam os niveis de amino&cidos e poliaminas, que sdo essenciais para o
crescimento das amastigotas (50-52).

Contrariamente, o crescimento intracelular do parasita pode ser
controlado por uma resposta TH1 conduzida por IL-12, TNF-a e IFN-y, e
outras moléculas co-estimuladoras em vermelho na figura 6. A ativacao
classica resulta na regulacdo positiva da glicolise, sintese de NO e baixa
regulacdo da atividade da arginase-1. As enzimas envolvidas no esgotamento
de outros aminoacidos também podem ser reguladas positivamente,
restringindo o crescimento de amastigotas e aumentando sua sensibilidade
ao estresse oxidativo (50,51,53).

Por fim, as amastigotas de Leishmania e a resposta imune do
hospedeiro tem um efeito fundamental que determinarda o resultado da
infeccdo, em que os processos metabdlicos dos macréfagos designam de
forma dinamica esta interacéo parasito hospedeiro (50-52).
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Figura 6 - Metabolismo dos Macréfagos e crescimento intracelular de amastigotas da
Leishmania. Fonte: NADERER e McCONVILLE, 2008.

1.4 Leishmaniose Visceral Canina, Manifesta¢cdes Clinica e
Tratamento

As manifestacfes clinicas no cdo possuem um espectro variado entre
infeccdo assintomatica e estado grave, resultando, geralmente na morte do
animal. Os cdes que se apresentam assintomaticos, ndo exibem nenhum sinal
clinico aparente, podendo permanecer nesta fase da parasitose por um
periodo variavel, chegando a meses. A0 passo, que 0s cdaes
oligossintomaticos apresentam alopecia localizada, perda de peso e Ulceras
cutaneas que sao frequentemente observadas nas pontas das orelhas e na
area periorbital (54).

Os sinais viscerais mais comuns observados sdo: linfadenopatia,
emaciacao, sinais possiveis de insuficiéncia renal (polidria, polidipsia, vomito),
neuralgia, poliartrite, poliomiosite, e outros sinais clinicos; sendo que
aproximadamente um terco apresentam febre e esplenomegalia. Dentre os
sinais cutaneos podemos citar hiperqueratose, pelagem seca e quebradica,

perda de pelos, e unhas anormalmente longas ou quebradicas (54,55). Em
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um recente estudo foi confirmada a presenca de complicacfes neurologicas
associadas a infeccéo por Leishmania (56).

Regides endémicas apresentam 5-10% dos cées clinicamente doentes
e 95-90% estdo clinicamente saudaveis. A evolucdo da doenca esta
diretamente relacionada com a resposta imune e/ou doencas concomitantes
(57).

A quimioterapia empregada atualmente contra a leishmaniose foi
desenvolvida h4 muitos anos. A desvantagem esta na presenc¢a de compostos
antimoniais, com fortes efeitos toxicos e o desenvolvimento de recidivas é
extremamente frequente, chegando a 74 % no primeiro ano (58). E ainda,
observou-se que os parasitas isolados destas recidivas eram cinco vezes
menos sensiveis as drogas, do que os parasitas de cdes nao tratados (59).
Isto pode contribuir para uma disseminacdo descontrolada tanto em cées
como em humanos. O cdo deve ser monitorado e mantido sob observacéo
para verificar a carga parasitaria e valores hematologicos e bioquimicos, pois,
o tratamento adequado dos cdes doentes é um forte redutor na prevaléncia e
na incidéncia da doenca (58).

Dentre a lista dos medicamentos essenciais contra leishmaniose tem-
se: antimoniais pentavalentes (SbV), miltefosina, desoxicolato de anfotericina
B ou formulado em formulac¢des lipossomais e a paromomicina. No entanto,
algumas outras drogas também séo eficazes, como o alopurinol, Pentamidina,

enrofloxacina, marbofloxacina, metronidazol, Espiramicina e cetoconazol (58).

1.5 Diagnéstico

Como descrito no item 1.4 a LV é caracterizada por diversos sintomas
gue levam progressivamente a anemia e a morte por hemorragia ou infeccéo
viral ou bacteriana sobreposta. A preocupante disseminacao e a gravidade da
doenca exige uma deteccdo precoce seguidos de um monitoramento

adequado, para o eficaz controle desta doenca (11,43,58,60).
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O diagnéstico da LV é bastante complexo mesmo em caes sintomaticos
pois o0s sinais clinicos sdo variaveis e podem ser facilmente confundidos com
os de outras doengas que acometem estes animais. N&o se pode
desconsiderar também o importante fato dos cdes assintomaticos serem
capazes de transmitir o parasito ao vetor (60,61).

Nos ultimos anos foram desenvolvidas varias técnicas de diagndstico
especificas para facilitar o diagnostico desta doenca, porém eles possuem
diferentes valores de sensibilidade e especificidade, custo e facilidade de
execucao (57,60,61).

Pode-se utilizar diferentes métodos para o diagnéstico laboratorial da
LVC (Leishmaniose Visceral Canina) como: diagndsticos diretos na pesquisa
do parasita ou de seu DNA e diagnésticos indiretos por meio de testes
imunologicos. A aplicacdo do método diagnostico varia de acordo com o
objetivo que o determine tais como: estudos epidemiolégicos, a confirmacéo
ou controle terapéutico da leishmaniose. Pois, os métodos apresentam
diferentes vantagens e desvantagens, relacionadas aos niveis de
sensibilidade, especificidade, custo e facilidade de manuseio (57,61,62).
Estes métodos diretos e indiretos sdo classificaveis em parasitoldgico,

sorologico e molecular (61,62).

1.5.1 Métodos Diretos

1.5.1.1 Microscopia

O diagndstico por microscopia pode ser conclusivo pela observagao de
formas amastigotas de Leishmania em esfregacos corados de tecidos
infectados (medula 6ssea, linfonodo, pele, baco ou sangue periférico.
Entretanto, a maioria das amostragens sao obtidas usando procedimentos
invasivos, e geralmente ndo sdo sensiveis para a deteccdo em caes

assintomaticos (63).
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Do material coletado é feito um esfregaco, que € corado por Giemsa,
Wright ou kit Pandético, com analise em microscopio 6ptico, observando-se
amastigotas livres ou no interior de mondcitos, macréfagos ou neutrdfilos.
Estas formas se apresentam como corpos ovais ou arredondados medindo de
2 a 4 ym de diametro, com citoplasma palido, nucleo relativamente grande e
denso, e o cinetoplasto que consiste em um corpo em formato de bastonete,
paralelo ao nacleo (Figura 7) (61).

Esse método de diagndstico possui especificidade que chega a 100%,
porém a sensibilidade € variavel, pois a distribuicdo do parasito nos tecidos
nao é homogénea, o0 que torna frequente a ocorréncia de falsos-negativos
(61,64).

1.5.1.2 Histopatolégico e Imuno-histoquimica

Achados semelhantes ocorrem em analise de cortes histopatoldgicos
de tecidos corados com hematoxilina e eosina. Este método demonstrou ter
uma sensibilidade de aproximadamente 32,35%. A abordagem imuno-
histoquimica (IHC), como Imunoperoxidase ou imunoflorescéncia direta de
tecidos podem ser usados como uma ferramenta suplementar para confirmar,
particularmente em 6rgdos que ndo tém alta carga de parasitas que leva a
uma sensibilidade de 62% (65).

1.5.1.3 Cultura

A cultura in vitro de diferentes tecidos pode melhorar a sensibilidade da
deteccdo de parasitas. Porém, nem todas as cepas de Leishmania crescem
ao mesmo ritmo e nem todos os tecidos e 0s 6rgaos do mesmo cao possuem
uma carga parasitaria similar (61).

A inoculacdo replicada de varios tubos aumentara a sensibilidade

diagnostica. Neste caso a sensibilidade pode ser ainda mais baixa, sendo que
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a utilizacao de técnicas de imuno-histoquimica pode elevar a sensibilidade do
método, contudo a complexidade, o custo e o tempo de execuc¢do da técnica
sdo aumentados. A cultura in vitro de diferentes tecidos também é usada para
aumentar a sensibilidade do exame parasitoldégico, porém possuem as
mesmas desvantagens dos exames histopatoldgicos e o resultado final pode

demorar até quatro semanas, tornando o método inviavel (66).

%
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Figura 7 - Formas amastigotas de Leishmania intra-histiociticas em esfregaco de medula
Ossea corado por Giemsa e visualizado em aumento 1.000 x. Fonte: LIAUTAUD, B. et al,
2015 (67).

1.5.2 Métodos Indiretos

1.5.2.1 Métodos Soroldgicos

S&o considerados métodos indiretos de diagndstico, os métodos

sorologicos, pois estes se baseiam em detectar anticorpos ou antigenos

especificos de Leishmania sp. Atualmente as técnicas mais usadas no Brasil
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sdo: a Reacdo de Imuno-Fluorescéncia Indireta (RIFI), o Ensaio
ImunoEnzimatico (EIE) ou ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e
Imunocromatogréfico (64). O primeiro utiliza o parasito integro como antigeno
e sua realizacao requer alto nivel de habilidade, experiéncia e utilizacdo de
equipamentos de alto custo e sua sensibilidade pode variar de 21-100%.

O ELISA tem uma vantagem de poder se analisar um grande nimero
de amostras em curto periodo de tempo e pode ser adaptado para o uso de
diferentes antigenos concomitantes, como antigenos citoplasmaticos,
antigenos purificados, peptideos sintéticos e proteinas recombinantes, sendo
gue a sensibilidade e especificidade estdo condicionadas de acordo com o
antigeno e o estado clinico do animal testado (61,68,69).

O teste imunocromatografico DPP (Dual Path Platform) tem sido muito
explorado atualmente, pois € um teste rapido, pratico e a técnica ndo requer
grande experiéncia do analista, caracteristicas boas para se aplicar em
campo, e tem apresentado uma boa sensibilidade e especificidade (66,70). O
Ministério da Saude brasileiro recomendava a utilizacdo dos testes RIFI e
ELISA para a avaliacdo da soroprevaléncia em inquéritos caninos amostrais
e censitarios no Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral
(9). Com o intuito de melhorar a deteccdo de animais infectados atualmente
o teste RIFI ndo esta mais sendo utilizado e o teste imunocromatografico DPP
vem sendo utilizado como teste de triagem e o ELISA como confirmatorio
conforme preconizado na Nota Técnica Conjunta
01/2011- CGDT-CGLAB/DEVIT/SVS/MS.

Romero e Boelaert (2010) fizeram uma revisdo sistemética sobre o
controle da leishmaniose na América Latina e parte dos estudos realizaram
levantamento dos meios diagnosticos e dentre os testes soroldgicos foram
citados: IFAT (Indirect fluorescente antibody test), ELISA, DAT (Testes de
Aglutinagédo Direta) e rK39-ICT. Segundo os autores, o IFAT foi o teste
adotado pelo Ministério da Saude do Brasil para suas campanhas de triagem
e remocdo de cdes e que estimativas observadas em publicacoes
consideravam uma sensibilidade entre 72-100% com uma especificidade de

52-100%, contudo sensibilidade e especificidade moderada deste teste, 0
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longo tempo de turno entre a tomada de amostras e o abate e a complexidade
de sua execugdo foram invocados como uma das razbes para a baixa
efetividade da campanha. Posteriormente, varios ensaios com teste ELISA
foram avaliados baseados em antigenos homologos que apresentaram uma
melhor sensibilidade o que sugeriu uma revisdo politica da triagem de
deteccéo (43).

Atualmente, métodos diagnésticos de mais facil manipulacdo como o
DAT (sensibilidade 85-100%, especificidade 89-100%) e o rK39-ICT
(sensibilidade 72-96% e especificidade 62-100) tém oferecido como vantagem
principal a reducdo no atraso diagndstico e tratamento, porém com uma

sensibilidade ainda questionavel por alguns estudos (43,71,72).

1.5.2.2 Métodos Moleculares

As técnicas moleculares exigem um conhecimento prévio da estrutura
do DNA dos protozodrios Cinetoplastideos, que apresentam algumas
peculiaridades quando comparadas com a de outros membros dos
eucariontes. A L. infantum possui 36 pares de cromossomos, com tamanho
variado, entre 200 e 4.000 kb, com o genoma completo totalizando 32 Mb. Os
cromossomos séo lineares e ndo condensados durante todas as fases do ciclo
celular.. A ordem dos genes € altamente conservada quando comparada com
de outras espécies de Leishmania, mas a distancia entre os locus pode variar
(73,74).

Como alternativa aos métodos parasitolégicos e sorolégicos, o0s
métodos moleculares estdo cada vez mais utilizados visto que os métodos
tradicionais possuem varias limitacfes. Testes, como reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), tém evidenciado uma maior sensibilidade e especificidade,
além do que, somado-se a isso a maioria das técnicas permitem a
diferenciacédo das espécies de Leishmania de forma eficiente e relativamente

rapida, visto que as técnicas classicamente utilizadas necessitam de
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isolamento e cultivo em massa do parasito a ser identificado, o que torna o
trabalho um procedimento trabalhoso e demorado .

A PCR classica pode diferenciar espécies ao utilizar regides
especificas na amplificacdo de certos genes, que resultem fragmentos de
tamanhos diferentes como ocorre na L. tropical e L. donovani (75,76).

Varios protocolos de PCR convencionais para LV apresentaram
variagcéo na sensibilidade de 53,7 a 97,78% para humanos e de 72,2 a 98,7%
para cdes e a especificidade variou de 61,82 a 100% para humanos e de 83,3
a 96,4% para céaes, isto reforca que caracteristicas como regido alvo de DNA
e o par de primer a ser utilizado sdo determinantes para aplicacdo do teste
(43).

Outra técnica molecular aplicavel € a de polimorfismo de fragmentos
de restricdo (RFLP) baseia-se na utilizagdo de enzimas de restricdo que
cortam o DNA em pontos especificos, gerando fragmentos de tamanhos
diferentes que sdo separados e avaliados conforme o tamanho das bandas
(77).

Dentre os genes codificadores alvos, que possibilitam a deteccdo do
DNA de Leishmania em amostras biolégicas dos hospedeiros, destacam-se
os genes codificadores de RNA ribossdmico (rRNA) que possuem unidades
de repeticdo compostas por unidades de transcricdo intercaladas por regides
intergénicas. Estes genes de rRNA por serem relativamente peqguenos e
serem flanqueados por segmentos altamente conservados sdo muito Gteis na
deteccdo de Leishmania e na identificacdo da espécie pela técnica de RFLP
(78).

Apesar destas vantagens, tem-se a desvantagem da presenca de
varios inibidores de Taq DNA polimerase encontrados tantos nas espécies
como nos matérias utilizados para coleta das amostras e de extracao de DNA,

como proteinase K, fenol e concentracdes de sais elevadas (43).

Uma abordagem molecular mais recente como o Ensaio Baseado em
Sequéncia de Acido Nucléico (NASBA) e a Amplificacéo Isotérmica Mediada

por Loop (LAMP) tem sido cada vez mais aplicada para a deteccdo de DNA
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ou RNA de Leishmania. O NASBA tem suas varia¢des, o quantitativo (QT-
NASBA) demonstrou ser eficaz para avaliar o tratamento de LV com um
farmaco estimando a quantificacdo de parasitas L. infatum no sangue,
enquanto que o NASBA-OC foi capaz de detectar o RNA em 5-10 minutos,
mas sem a quantificacao (43).

A técnica LAMP, uma ferramenta de diagndstico promissora, foi
adotada como técnica alternativa para PCR, uma vez que é uma tecnologia
mais rapida, sensivel e menos dispendiosa, que usa a turbidez da amostra
como critério de positividade e ndo ha a necessidade de um termociclador,
apenas um bloco de calor ou um banho-maria, uma vez que a reacao €é
isotérmica, muito atil para aplicacdo em campo. Verma et al. 2016,
desenvolveu um ensaio baseado em LAMP para detecgao de L. donovani em
humanos com LV em que as taxas de sensibilidade e especificidade variou de
96,4-98,5% (79).

1.6 Proteinas

O desenvolvimento de vacinas e ferramentas diagnésticas em doencas
parasitarias tem sido dificil devido a complexidade, por exemplo da propria
interacdo do patdgeno com os vertebrados. Nos ultimos anos, clonagem e
expressdo de proteinas de Leishmania por DNA recombinante tem sido
realizado. E véarias moléculas potencialmente interessantes para o
diagndstico, como a proteina recombinante K39(rK39) de Leishmania é
exemplo de proteina recombinante de Leishmania que tem sido utilizado com
sucesso como ferramenta diagndéstica principalmente para uso em campo
(66,71,80).

Outra proteina recombinante que vem sendo testada é a rKLOS8, que
contém dominios conservados com similaridade significativa da proteina
imunodominante kinesina de Leishmania. Os testes iniciais demonstraram
gue a rKLO8 em 106 soros com LV confirmados parasitologicamente, 104

(98,1%) foram testados positivos por rKLOS8 para o ELISA com especificidade
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de 96,1 e sensibilidade de 94,8, para o DAT mostrou 100% de especificidade
e 94,3% de sensibilidade (81,82).

Varias moléculas foram testadas para uso clinico no sorodiagnéstico,
e pacientes com LV e LC apresentaram titulos substanciais de anticorpos
contra proteina induzivel LmSTI1, proteina antioxidante TSA, proteina A2
especifica para a forma amastigota e proteina de membrana cinetoplastida
(KMP11), por exemplo. Outras proteinas nucleares e citoplasmaticas também
tém sido investigadas quanto ao seu potencial imunogénico. A proteina papLe
22 uma proteina nuclear revelou-se altamente imunogénica. Outros exemplos
sdo as proteinas de Heat-shock recombinantes como a Hsp70 e a histona
recombinante H1 da Leishmania brasiliensis, mas que apresentaram reacao
cruzada para o soro de pacientes com a doenca de Chagas, o que diminui a
sua especificidade diagndstica (83).

No entanto, € de se notar outros estudos investigativos quanto as
histonas H2A, H3, H2B e H4, as quais evidenciaram titulos significativos de
anticorpos detectaveis na LVC, alcancando desde cédes sintomaticos aos
assintomaticos. Desta forma e muito importante conhecimento e a
caracterizacao da funcionalidade dessas proteinas permitem uma abordagem
relevante quanto a melhora no potencial diagndstico, acompanhamento e
monitoramento dos pacientes, estudos sobre a correlacdo de titulos de

anticorpos que podem fornecer informacgdes Uteis sobre a doenca (80,83).

1.6.1 Rab 1 — GTPase

O citoplasma de uma célula eucaridtica é tipicamente povoado com
uma variedade de organelas membranosas e uma vasta gama de fatores de
trafego entre estas. Este fluxo continuo ocorre por meio de um transporte
vesicular que, apesar da complexidade das vias interconectadas e
diversidades de componentes transportados, garante rigorosamente a

entrega adequada e precisa(84).
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Varias pesquisas procuram compreender oS mecanismos moleculares
pelos quais este trafego € regulado, de tal forma que assegura a fidelidade e
a eficiéncia deste transporte. As contribuicbes de uma grande quantidade de
laboratorios descreveram mecanismos de selecdo de carga, brotacéo e cisao
de vesiculas de suas membranas doadoras, a variedade de revestimentos
que se associam a essas vesiculas, 0 mecanismo pelo qual elas sao
transportadas ao longo de componentes do citoesqueleto, a associacéo das
vesiculas com a membrana alvo correta através de complexos ancoramentos
e, finalmente, o mecanismo de fuséo vesicular com a membrana alvo através
da acdo de receptores soluveis de proteina de fixacdo NSF (SNARES) e suas
maquinas reguladoras associadas (84,85).

Este trafego intracelular tem as Rab GTPases como reguladoras
mestras. Elas desempenham a interacdo com diversas proteinas efetoras, sao
responsaveis por selecdo de carga, promocéao das vesiculas e por averiguar
o local correto da fuséo (86).

As proteinas Rab constituem a maior familia de pequenas GTPases
monomeéricas Ras com mais de 70 identificagdes em eucariotos, que podem
ser classificados em varios grupos filogenéticos e funcionais (87). Dentro da
superfamilia Ras as Rab protegem a carga vesicular e comporta-se como
interruptores moleculares associados a membrana ver figura 8 (88).

Estudos sugerem que as proteinas Rab facilitam e regulam a
ancoragem vesicular associados a interacdo das SNARES. Elas circulam
entre membrana e citosol. Quando ligadas a GDP ficam em estado inativo e
permanecem no citosol e quando ligadas ao GTP encontram-se no seu estado
ativo e associado a membrana de uma organela ou uma vesicula de
transporte (84,85,89,90).

1.6.2 ADF/Cdfilina

A actina é uma proteina citoesquelética ubiqua altamente conservada
gue € essencialmente necessaria em varios processos celulares importantes,

como a divisdo celular, a mobilidade celular, o trafego intracelular e a
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endocitose (91,92). Ela existe em duas formas principais: a forma globular
monomérica (G-actina) e a forma filamentosa funcional a (F-actina). A
dindmica da montagem e desmontagem dos filamentos de actina é regulada
por um grupo especifico de proteinas de ligacdo de actina, das quais o fator
de despolimerizacdo de actina (ADF/Cofilina) € um componente importante
(93).

A proteina ADF/cofilina esta4 presente em todos 0s eucariotos e tem
sido implicado em varias atividades celulares baseadas em actina, como
motilidade celular e citocinésia (94). A principal funcéo fisiolégica destas
proteinas € a despolimerizacdo de filamentos de actina a partir de suas
extremidades coesivas e, assim, promover a dindmica do filamento (95).

Eucariotos superiores expressam varias isoformas de ADF/Cofilina de
forma especifica de tecido, que muitas vezes possuem diferentes funcdes
celulares (93). Estas proteinas também foram identificadas em varios
organismos eucariotas inferiores, tais como Acanthamoeba, Dictyostelium,
Toxoplasma, Leishmania e outros (96).

Os parasitas de Leishmania expressam apenas uma isoforma de
ADF/Cofilina, que é essencial na montagem e motilidade flagelar (96). A
caracterizacao detalhada de Leishmania ADF/Cofilina revelou que ela se liga
facilmente as formas monoméricas e filamentosas da actina de Leishmania e
também despolimeriza a actina filamentosa em monémeros. A medida que a
ADF/Cofilina e actina em células de Leishmania sdo amplamente polarizadas
elas se direcionam e concentram-se na regiao do bolso flagelar, onde o corpo
basal esta localizado, e onde € onde a divisdo celular € iniciada. Em
tripanosomatideos a duplicacdo do corpo basal é seguida da formacdo do
flagelo e da diviscdo do bolso flagelar. Assim, a dinamica entre ADF/Cofilina
e actina é essencial na divisdo celular de Leishmania (96,97).

Em um estudo recente observou-se que a delecdo do gene
ADF/Cofilina em promastigotas de Leishmania resulta em células
completamente iméveis, com flagelos curtos e contorcidos com atividade
prejudicada. Além do mais, observou-se diminuicdo do crescimento das

células mutantes comparadas com as do tipo selvagem e separacgéao tardia do
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corpo basal e do cinetoplasto, comprometendo a divisao celular, por atraso na
divisdo do bolso flagelar que esta diretamente relacionado a reducédo do
trafego vesicular e a deterioracdo da dinamica de actina. Isto demonstra que
a dinamica actina — ADF/Cofilina é necessaria para varios eventos iniciais a
divisdo celular em Leishmania.

Varios estudos mostraram que a membrana do bolso flagelar é
bioquimicamente distinta do flagelo ou membrana pelicular e central para o
trafego de vérias proteinas ancoradas por GPI (98). Estes eventos de trafico
envolvem a reciclagem de varias proteinas importantes como clatrina e a Rab
GTPase que mantém o bolso flagelar em um estado altamente ativo e

dindmico (99).
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Figura 8 - Fun¢éo das proteinas Rab na ancoragem de vesiculas de transporte. Um fator de
troca guanina nucleotideo (GEF) da membrana doadora reconhece a proteina Rab especifica
e a induz a troca de GDP por GTP, que altera a conformacdo da Rab e auxilia no
ancoramento. Apos a liberacao da vesicula a Rab sera reconhecida pela proteina efetora do
compartilhamento alvo, assim as proteinas transmembranicas v-SNARE (Vesicula) e a t-
SNARE da membrana alvo se ligam e formam o complexo trans SNARES que prendem as
duas membranas juntas e favorece a fusdo. Apos a fusdo a proteina Rab hidrolisa gtp
liberando rab-gdp no citosol que ficara ligada a um inibidor de dissociacdo a GDP até ela
poder ser reconhecida por proteinas apropriadas da membrana doadora e enfim ser
reutilizada. Fonte: Alberts B, Johnson A, Lewis J, et al. 2002.
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2. JUSTIFICATIVA

Varias proteinas de secrec¢do classica e de superficie da Leishmania
foram testadas como potenciais antigenos, visando fatores de viruléncia,
mecanismos de invasdo e imunogenicidade (80,100). Mas, estudos recentes
tém demonstrado que proteinas intracelulares, responsaveis pela
manutencdo do parasito, sdo capazes de modular a resposta imune do
hospedeiro e apresentaram-se imunogénicas, principalmente por sofrerem
menos pressao seletiva. Durante a infeccdo, estas proteinas sao liberadas
apos a destruicdo de amastigotas intracelulares por macrofagos ativados,
mas, também podem ser secretadas por caminhos de secrecdo nao-classicos
(101,102). Vérios antigenos intracelulares, tais como proteinas de choque
térmico, as proteinas ribossémicas e as histonas foram investigadas como
possiveis vacinas contra diferentes espécies de Leishmania e marcadores
diagndsticos. Um outro antigeno imunodominante, a proteina ribossomal
acida (Lip0), componente estrutural da subunidade maior do ribossomo foi
reconhecida por soros de humanos e cdes infectados por leishmania
(80,103,104).

Um recente estudo protedmico revelou que mais de 50% das proteinas
de Leishmania fazem parte das vias de secrecdo ndo-classicas também
conhecido por exossomos (102,105). E neste mesmo estudo as proteinas
Rabl-GPTase e ADF/Cofilina foram surpreendentemente classificadas como
de secrecdo de vias ndo classica e como ponteciais imunomoduladores
(102,105-110). Estudos adicionais que permitam a caracterizacao detalhada
destas proteinas, podendo identifica-las como novos antigenos de
Leishmania, ira favorecer o aprimoramento do teste diagnéstico diferencial da

doenca por testes sorolégicos.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial das proteinas Rab-1 GTPase e ADF/Cofilina do
organismo Leishamania infantum, identificadas respectivamente como
LINJ_27 0620 e LINJ_29 0520 no banco de dados National Center for
Biotechnology Informtion (NCBI) (74), como potenciais alvos no diagnéstico

sorologico da leishmaniose visceral canina.

3.1 Objetivos Especificos

- Selecionar proteinas alvo a partir da literatura e dados prévios
gerados por estudos proteGmicos;

- ldentificar e avaliar, in silico, regides relevantes conservadas e
homologia nas sequéncias génicas e peptidicas das moléculas selecionadas;

- Clonar e expressar os genes das proteinas selecionadas em sistema
procariético (Escherichia coli);

- Purificar proteinas recombinantes;

- Avaliar o desempenho destas proteinas recombinantes isoladas
guanto a capacidade de serem reconhecidos por soros de sangue periférico
de caes com leishmaniose visceral, por meio do teste do tipo enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), que permite a deteccdo de anticorpos

especificos.
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4. MATERIAL E METODOS

O delineamento experimental deste trabalho pode ser resumido
conforme a Figura 9. Em que se evidencia uma progressao, cujas etapas

seguem uma tendéncia ascendente em cada processo segmentando o fluxo

do trabalho.
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Figura 9 - Delineamento experimetal. Fonte: Santos, 2017.

1

4.1 Amostras Bioldgicas

Todos os procedimentos envolvendo o uso de amostras biolégicas de
animais obedeceram as normas dos Comités de ética em pesquisa. O projeto
foi avaliado e aprovado pela Comissio de Etica no Uso Animal (CEUA) do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia sob o registro

UnBDoc n°® 106668/2014 em anexo ao final desta dissertagéo.
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Os soros de cées infectados por L. infantum, e ndo infectados foram
cedidos gentilmente pela professora Dr.2 Cecilia Beatriz Fiuza Favali do
Departamento de Biologia Celular da Universidade de Brasilia — UnB. As
amostras foram armazenadas a -20°C. Posteriormente, estas foram
analisadas quanto a reatividade de anticorpos especificos contra as proteinas

expressas e purificadas: Rab-1 GTPase e ADF/Cofilina.

4.2 Andlises in silico

As analises in silico, foram submetidas por meio da utilizacdo das
sequéncias proteicas e génicas das proteinas candidatas Rab-1 GTPase e
ADF/Cofilina, em formato FASTA, obtido nos bancos de dados NCBI (74) ou
Tritrypdb (111).

Prontamente, as sequéncias foram submetidas a preditores disponiveis
online. O SignalP Server v. 4.1 (112) e o PrediSi (113) avaliaram a predigcéao
de peptideos sinais das proteinas candidatas e ferramentas disponiveis nas
web pages: (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) e

(http://www.predisi.de/). O SignalP 4.1 baseia-se em dois tipos de redes

neurais: SignalP-TM, que avalia sequéncias transmembranares no conjunto
de dados, e o SignalP- no TM sem estas sequéncias. O D-cutoff, muda de
acordo com o grupo de organismo e método, neste estudo o limiar como
caracteriza proteinas de organismo eucarioto e que ndo Sséo
transmembranares o limiar foi de 0.450. O PrediSi prevé sequéncias
peptidicas e suas posi¢des de clivagem em proteinas, o método fundamenta-
se em uma abordagem de matriz de peso de posicdo que € melhorada por
uma correcdo de frequéncia que leva em consideracdo a tendéncia de
aminoacidos presentes na proteina. O software foi programado usando
sequéncias extraidas da versdo mais recente do banco de dados SwissProt.
Ele processa os dados em uma escala numérica de 0 a 1, e possui um limiar
fixo de escore em 0,5. Os escores que atingirem acima deste limiar séao

afirmativos para o teste.


http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.predisi.de/
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Para previsdo de fosforilacbes empregou-se o0 NetPhos 3.1

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/). Este servidor prevé fosforilagéo de

serina, treonina ou tirosina em proteinas eucaridticas usando um conjunto de
redes neurais e séo feitas para as seguintes quinases: ATM, CKI, CKII, CaM-
II, DNAPK, EGFR, GSK3, INSR, PKA, PKB, PKC, PKG, RSK, SRC, cdc2, cdk5
e p38MAPK. Ele ainda, possui um limiar fixo de escore em 0,5. (114) Quanto
a glicosilagdo o YinOYang 1.2 que prevé O-B-GlcNac em sequéncias de
proteinas eucaribticas (115). Os seus dados também sdo gerados em uma
escala de 0 a 1 (entretanto, seu limiar de escore é variavel). E o GlycoEP
(http://www.imtech.res.in/raghava/glycoep/) cuja a escala varia de -2 a 2, e
limiar fixo em 0,0 (116).

Por fim, para complementar a andlise in silico realizou-se predi¢cédo

linear e conformacional para células B, das referidas proteinas, pois a
identificacdo e caracterizacdo de epitopos em células B desempenham um
papel importante no projeto de testes imunodiagndsticos, producéo de vacinas
e producéo de anticorpos monoclonais.

Para um resultado mais confiavel realizou-se andlise linear em trés
softwares distintos e analise conformacional em um, por meio de comparacéo
das previsbes em multiplos métodos. A analise linear foi realizada pelos
softwares IEDB disponivel em http://tools.iedb.org/bcell/. Este método é

baseado na combinacdo do modelo oculto de Markov e duas escalas de
aminoacidos: Hidrofilicidade e estrutura secundaria de Levitt (117). O
ABCpred prevé epitopo de células B em uma sequéncia de antigeno usando
uma rede neural artificial, o mesmo est4d disponivel na home page:

(http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/ABC _submission.html) (118). E o

BCPREDS (http://ailab.ist.psu.edu/bcpred/predict.) que permite ao usuario a

selecdo entre trés métodos de previsdo: método AAP de Chen et al 2007
(119); o BCPred de EL-Manzalawy et al 2008 (120) ou o FBCPred também de
EL-Manzalawy el al 2008 (121).


http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
http://www.imtech.res.in/raghava/glycoep/
http://tools.iedb.org/bcell/
http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/ABC_submission.html
http://ailab.ist.psu.edu/bcpred/predict.html

48

4.3 Reacao em Cadeia da Polimerase

A Reacdo em cadeia da polimerase (do inglés Polymerase Chain
Reaction-PCR) €& um método de amplificacio de DNA (acido
desoxirribonucleico). Para isto utilizou-se oligonucleotideos iniciadores
(primers) que reconhecessem e se anelassem as sequéncias especificas do
DNA gendmico correspondentes as proteinas Rab-1 GTPase e ADF/Cofilina.

Os primers foram desenhados conforme as sequéncias nucleotidicas
dos RNAmM, XM _003392601.1 e XM_001466535.1 disponibilizada nos
respectivos bancos de dados NCBI e TritrypDB da cepa JPCM5 Leishmania
infantum (74) (111). Os sitios de restricdes de atuagdes enzimaticas € um
outro fator preponderante para a finalizacdo dos primers, estes sitios foram
associados aos vetores de expressao utilizados e a exclusdo da possibilidade
de cortes inespecificos nos genes das proteinas estudadas. Para isto,
consultou-se o NEBcutter v. 2.0 disponivel na home page:
(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/.) E uma ferramenta que aceita sequéncias

de DNA, para avaliacdo e producdo de um relatério abrangente de enzimas
de restricdo e seus respectivos pontos de cortes (122).

Na Tabela 1 segue arelacédo das enzimas de restricdes associadas aos
seus respectivos plasmideos, que foram pesquisadas e relacionadas com as
possiveis limitacbes as sequéncias nucleotidicas das proteinas estudadas. E
na Tabela 2 estdo descritos os iniciadores que foram adquiridos e sintetizados
pela empresa de biotecnologia Integrated Dna Technologies (IDT). Os primers
obtidos na forma de liofilizados foram reconstituidos conforme orienta¢des do
fabricante com agua ultrapura para concentracdo final de 100 uM, e
armazenados a -20°C. Desta reconstituicdo realizou-se aliquota com uma
nova diluicdo para uma concentracao final de 10 uM, este foi utilizado para
realizacdo da PCR.


https://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADngua_inglesa
https://pt.wikipedia.org/wiki/DNA
http://nc2.neb.com/NEBcutter2/
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Tabela 1 - Vetores de expressao e sitios de restricdo enzimatica.

VETORES DE EXPRESSAO
pET 28a (+) PLESXY neo2

o Xho | Nhe |
S, Hind 1 MspC |
,0_: Sal | Sal |
n
Ll EcoR | Kpn |
o
L BamH | Not |
Q
) Nco | Nco |
<
= Bgl II Bgl I
>
i Nde | )

Xba | (-)

Fonte: SANTOS, GLS 2017.

Tabela 2 - Descri¢cao dos Oligonucleotideos

PRIMERS SEQUENCIAS ENZ Tm°C PB GC %
Rab-1 TTT G’GTAC’C GCA GCA GCT GTC TTC

Reverse CTTCTT Kpnl 64,7 30 50
Rab-1 TTT C’CATG’ GCC GCT GAG TAC GAC

Forward TACCTCTTC Ncol 63,2 32 53,1
Cofilin- TTT G’GTAC’C CAC GCT ACG ATG GAG

Reverse CCT TAC Kpnl 64,4 30 53,3
Cofilin  TTT C’CATG’ GCG ATATCT GGT GTT

Forward ACG CTC G Ncol 63,2 30 50

Fonte: SANTOS, GLS 2017.

As concentracdes dos reagentes para a reacao em cadeia polimerase
estdo descritas a seqguir: 0,5 ng/uL de DNA genbmico, ofertado pela

professora Dr2. Nadjar Nitz Silva Lociks de Araujo da Universidade de Brasilia
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— UnB, tampéao 10x (100 mM Tris-HCI pH 8.5, 500 mM KCI); 2 mM MgClz; 0,2
MM de cada primer; 0,2 mM dNTPs e 0,5 U/uL Taq DNA polimerase (Ludwig
Biotec) incluidos para um volume final de 25 pL.

As reacdes foram realizadas no termociclador LifeTouch Bioer, de
acordo com as seguintes etapas: a fase de desnaturacdo em que faz a
separacdo da cadeia de DNA através da quebra das pontes de hidrogénio,
dando origem a duas fitas simples de DNA foi de 94 °C; a fase de hibridizacdo
ou anelamento, em que a temperatura é reduzida para o pareamento dos
iniciadores nas respectivas regides especificas na fita molde de DNA, foi de
55,6 °C e a fase de extensdo em que a temperatura é elevada a 72 °C em que
a enzima Taq polimerase exibe étima atividade de sintese da nova molécula.
Abaixo o programa configurado e ajustado no termociclador.

Tabela 3 - Programacédo para amplificagdo em técnica PCR

PROGRAMA

Temperatura °C Tempo
94 4 min
94 30 seg
Ciclo 30 x 55,6 30 seg
72 1 min
72 5 min

4 o0

Fonte: SANTOS, GLS 2017.
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4.4 Andlise Eletroforética

Os produtos de PCR, de extragdo de DNA plasmidial, de digestao
enzimatica, de purificacdo apos digestao foram visualizados e analisados em
fotodocumentador apés eletroforese em gel de agarose a 0,8% com brometo
de etidio com concentracéo de 0,3 mg/mL e tamp&o borato de sddio 20x (0,11
M de H2BOs, 0,20 M de NaOH, pH 8,0), subsequentemente diluido para 1x.

4.5 Preparo de Células Competentes

Células competentes sdo aquelas que se encontram em um estado
fisiolégico que a torna capaz de receber um DNA exdgeno. O tratamento com
solucBes com ions: cloreto de célcio atuam neutralizando as cargas negativas
da membrana e do DNA, alterando a permeabilidade da parede celular
permitindo a passagem do DNA exdgeno pela membrana mediante calor.

Desta forma as bactérias selecionadas para realizacao deste trabalho
foram: Escherichia coli das linhagens, DH5-a, TOP 10 (Thermo Fisher
Scientific) e Rosetta BL21(DE3) pLYss ™, as duas primeiras para clonagem
do gene amplificado das proteinas Rabl-GTPase e ADF/Cofilina, pois
possuem multiplas mutacfes que permitem transformacéo de alta eficiéncia,
como a mutacao endAl na DH5-a que permite a degradagao da endonuclease
inferior, 0 que garante maiores taxas de transferéncia de plasmideos.

E a Rosetta BL21(DE3) pLYss ™ para expressao proteica, esta cepa é
adequada para a producdo de proteinas a partir de genes alvos clonados em
vetores pET por indugéo com IPTG, elas ainda expressam a lisozima T7 que
suprime mais a expressdo basal da RNA polimerase T7 antes da inducéo,
estabilizando os recombinantes de pETs que codificam proteinas alvo que
afetam o0 crescimento e a viabilidade. Todas estas linhagens foram

submetidas ao protocolo de preparo de células competentes de acordo com
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Current Protocols in Molecular Biology com adaptacdes (123). As bactérias
estavam estocadas a -80°C em glicerol a 25%.

Assim, realizou-se um pré-inéculo destas, sendo 5uL para 5 mL de
meio Luria Bertani (LB). Depois incubou-se sob agitacdo 180 rpm a 37 °C
overnight. No dia seguinte acrescentou-se 1 mL deste pré-inéculo a 100 mL
de LB. Incubou-se sob as mesmas condigbes do pré-in6culo até que se
atingisse a densidade 6tica de 0,3 a 600nm.

A cultura foi entdo dividida em dois tubos polipropileno de 50 mL
estéreis [previamente resfriados em gelo]. Os tubos com as culturas foram
deixados em repouso por 10 minutos a 4-8 °C. Logo apds, as culturas foram
centrifugadas a 5.000 x g por 3 minutos a 4° C. Descartado o sobrenadante o
pellet das bactérias foram ressuspendidas gentilmente com 10 mL de solugéo
gelada CaCl2 (Hepes 10 mM, CaCl2 60 mM e glicerol a 15% (v/v), Ph 7,0). A
ressuspensao foi deixada em repouso por 30 minutos em gelo e centrifugada
a 1.100 x g por 5 minutos a 4 °C e novamente o sobrenadante foi desprezado
e entdo repetiu-se os dois Ultimos passos. Finalmente o pellet foi
ressuspendido com 2 mL da mesma solugéo de CaCl2, que foram aliquotadas

tubos de 0,5 mL, e armazenados a -80 °C.

4.6 Clonagem dos Produtos de PCR em Plasmideo pGEM®-T Easy

Ulteriormente, a amplificacdo dos genes Rab1-GTPase e ADF/Cofilina,
com amplicons de 603pb e 420pb respectivamente, confirmados em
eletroforese de gel de agarose. Estes amplicons foram ligados ao plasmideo
de clonagem pGEM®-T Easy (Promega), por meio da T4 DNA ligase, a 4 °C

e repouso por 12 horas. A descricdo da ligacdo segue conforme Tabela 4.
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Tabela 4 - Protocolo de Ligacéo

REAGENTES [ ] Volumes
Tampao 2x, T4 DNA Ligase 5L
Vector pGEM®-T Easy (50 ng) 1ulL
Amplicon (Rab1-GTPase ou ADF/

Cofilina 3 uL
Enzima T4 DNA ligase 3 unidades/uL 1 pL

Vol. Final 10 pL

Fonte: Promega, 2015.

4.7 Transformacgao Bacteriana

A transformacao bacteriana foi realizada em trés momentos distintos:
um para clonagem génica com pGEM®-T Easy e as outras duas para estoque
e extracao do DNA plasmidial dos vetores de expressédo pLESXY-neo2 e pET-
28a (+) com genes das proteinas Rabl- GTPase e ADF/Cofilina.

As etapas das transformacgdes foram baseadas no Protocols and
Applications Guide, Third Edition, que sugeriu as seguintes etapas: para 50
uL de cultura de E. coli DH-5a ou Rosetta BL21(DE3)-pLYss™, acrescentou-
se 3-5 pyL do produto da ligacdo dos devidos vetores (pGEM®-T Easy,
PLEXSYneo-2 ou pET-28a(+)), incubou-se a mistura por 30 minutos em gelo.
Em seguida, foram levados ao banho maria a 42°C por 90 segundos e
incubados imediatamente em gelo por 5 minutos. Adicionou-se 250 uL de
meio SOC (0,5% de extrato de levedura, 2% de triptona, 10 mM de NacCl, 2,5
mM de KCI, 10 mM de MgClz, 10 mM de MgSOa4 e 20 mM de glicose). Deixou-
se incubadas a 37°C por 1 h e 30 min sob agitacdo de 180 rpm.

ApoOs o crescimento das bactérias transformadas com os respectivos

genes pipetou-se e plaqueou-se 100 pL da cultura em meio LB sélido com
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alguns diferenciais seletivos para cada vetor. No caso do pGEM®-T Easy a
placas continham ampicilina a 50 pg/mL, e foram aplicados sobre a sua
superficie  40uL de  5-bromo-4-cloro-3-indoxil-B-D-galactopiranosideo
conhecido com Xgal [20 mg/uL] e 40ul de 5-bromo-4-cloro-3-indoxil-B-D-
galactopiranosideo, IPTG [100 mM]. Para o vetor pLESXY-neo2, utilizou-se
somente a ampicilina nas mesmas concentracdes. No entanto, para o vetor
pET-28a(+) transformado na cepa Rosetta BL21(DE3) pLYss™ utilizou-se
canamicina 35 pg/mL e cloranfenicol 33 pg/mL. Cada vetor possui um
marcador de seletividade que permite a identificacdo da bactéria que recebeu
o plasmideo, que sdo genes que codificam proteinas que degradam o

antibiotico, conferindo resisténcia as bactérias transformadas (124).

Xmnl 2009
.‘ wmdi] s
Scal 1890 Nael 2707 / ] 14"
Aatll 20
f1ori Sphi | 26
BstZl | 31
Ncol 37
St BstZl | 43
" ‘ - Notl | 43
pGEM"-T Easy lacZ { Sacll | 49
Vector I EcoRl | 52
{3015bp)
Spel 64
EcoRlI 70
Notl 77
BstZ! 77
Pstl 88
ori Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
BstXl [118 &
Nsil 127 g
141 =
T sps §

Figura 10 - Mapa do Vetor de Clonagem pGEM®-T Easy sitios de restrices utilizados Ncol
e Kpnl. Fonte: Promega, 2015. Sdo vetores convenientes para a clonagem de produtos de
PCR. A adi¢cao de uma timidina na regido 3'T melhora a eficiencia da ligacdo. A presenca dos
promotores de T7 RNA polimerase e SP6 flagueam uma regido de clonagem. E a inativacio
pela presenca do inserto inativa a enzima regido codificadora da enzima [(3-galactosidase.
Permitindo a selecdo de coldnias por triagem branco/azul.

4.8 Selecao bactérias recombinantes

As bactérias transformadas com plasmideo pGEM®-T Easy foram
selecionadas por distingdo de cor das colbnias. Pois, as col6nias azuis o gene

lacZ’ permanece intacto e a betagalactosidade ativa cliva o X-gal, enquanto
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que as brancas confirmam a presenca do inserto, do gene da proteina, e o
gene lacZ’ fica segmentado desta forma betagalactosidade inativa nao realiza
clivagem do X-gal e as colonias ficam brancas.

No entanto a conduta de selecdo adotada para as transformacdes
realizadas com pLEXSY neo-2 ou pET-28a(+) foi por intermédio de pcr para
confirmacéo do inserto, pois estes ndo possuem o gene lacZ'.

As colbnias foram entdo cultivadas em meio LB liquido com os
respectivos antibioticos de selecdo nas mesmas concentragdes descritas no

item 4.7 transformacao bacteriana, sob agitacdo a 37 °C overnight.

4.9 Extragdo de DNA plasmidial

A obtencéo dos plasmideos pGEM®-T Easy + inserto Rab1-GTPase,
PpGEM®-T Easy + inserto ADF/Cofilina, pLESXY-neo2 + inserto Rabl-
GTPase, pLESXY-neo2 + inserto ADF/Cofilina, pET-28a(+) + inserto Rabl-
GTPase e pET-28a(+) + inserto ADF/Cofilina foi previamente baseado no
Current Protocols in Molecular Biology com adaptacdes (123). Retratado a
seguir: as culturas foram centrifugadas para a obtencado do pellet a 14.000 x
g por 1 minuto, o sobrenadante foi descartado. O pellet bacteriano foi
ressuspendido com 100 pL tampéo de ressuspensédo (EDTA 10 mM, glicose
50 mM e tris 25 m, pH 8,0), logo em seguida, acrescentou-se 200 yL de
tampéo de lise (NaOH 0,2 M, e lauril sulfato de sédio 0,1% g/L), aguardou a
reacao por 5 minutos, e e adicionou-se 150 pL de tampé&o de neutralizacéo
(acetato de sodio 3 M pH 5,4). As amostras foram levadas ao vortex por 2
segundos. Estas, repousaram em gelo por 5 minutos e centrifugou-se a
14.000 x g por 10 minutos, coletou-se o sobrenadante. A este foram
adicionados 400 pL de cloroformio gelado, subsequente foram agitadas no
vortex por 3 segundos e repousaram em gelo novamente por 5 minutos.
Centrifugou-se a 11.000 x g por 5 minutos a temperatura de 4 °C, pipetou-se
a fracdo soluvel e a este foi adicionado 800 pL de etanol 95%. Repousou-se

por 2 minutos em temperatura ambiente e centrifugou-se a solu¢cao em 14.000
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X g por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e acrescentou-se
200 pL de etanol 70% gelado, centrifugou-se por 2 minutos a 14.000 x g.
Deixou-se os pellets seca a temperatura ambiente por aproximadamente 6
horas. Depois foram ressuspendidos com agua ultrapura e adicionou-se
RNAse 1% e deixou-se em repouso por 24 horas a 4 °C, e submeteu-se as

amostras a eletroforese em gel de agarose 0,8% a 90 volts por 40 minutos.

4.10 Quantificacao

Os produtos de extracao de DNA plasmidial, os produtos purificados
apos digestdo enzimatica e os produtos de purificacdo de proteina foram
submetidas a quantificacdo em aparelho Espectrofotémetro NanoVue (GE

Healthcare), usando 2 yL de amostra.

4.11 Sequenciamento

As amostras das extracdes dos plasmideos pGEM®-T Easy + inserto
Rabl-GTPase, pGEM®-T Easy + inserto ADF/Cofilina foram enviadas para
sequenciamento no Laboratério de Biotecnologia da PoOs-graduacdo em
Ciéncias Genbmica e Biotecnologia da Universidade Catdlica de Brasilia, a
mesma utilizou o sequenciador ABI3130X| da Applied Biosystems. Apés
quantificacdo da extracdo plasmidial preparou-se as amostras com uma
concentracéo final de 300 ng para um volume final de 5 uL e utilizou-se o
oligonucleotideo universal T7 promoter.

As andlises dos dados do sequenciamento foram realizadas pelo
programa Chromas v2.6 (Technelysium). Apés visualizacdo do cromatograma
as sequéncias foram alinhadas com os dados do servidor National Center for
Biotechnology Information (NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov) através do
algoritmo BLASTn usando os parametros: em Database colocada opcéo
Others (nr etc.) — nucleotide collection (nr/nt), Organism colocado para

Leishmania infantum JPCM5 Program Selection colocado otimizacdo para
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Somewhat similar sequences (blastn). Os alinhamentos mudiltiplos foram
realizados usando a ferramenta online Clustal Omega v1.21
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

4.12 Digestdo com enzimas de restricao

Apos clonagem e confirmagdo do sequenciamento dos insertos alvo,
em pGEM®-T Easy, realizou-se a retirada destes insertos do plasmideo com
as enzimas de restricdo Ncol e Kpnl com tampé&o B5 (Jena Bioscience). Para
subclonagem no plasmideo pLESXY-neo2, este por sua vez foi digerido com
as enzimas de restricdo Ncol e Kpnl para remocédo do stuffer, e para gerar
extremidades coesivas compativeis aos dos insertos removidos, permitindo a
ligacdo do inserto ao respectivo vetor. A ligacdo foi realizada conforme a
descricdo na Tabela 3. Apés a confirmacao do inserto no plasmideo, por PCR,
realizou-se uma nova digestdo. Desta vez, com as enzimas Ncol e Notl, que
como resultado carreou a sequéncia de nucleotideos que codifica a cauda de
6 histidinas que servira como marcador para purificacdo das proteinas em
coluna de afinidade conforme o mapa na Figura 11.

Os amplicons de cada proteina, agora, associados a cauda de
histidinas, foram inseridos ao vetor de expressdo pET-28a(+), que foi
previamente digerido com as enzimas Ncol e Notl para ser compativel a
insercdo dos amplicons, os quais foram confirmados por PCR. Todas as
etapas de transformacgéo para descricdo acima foram realizadas com E. coli
DH-5a. Conquanto, apds a confirmacao dos insertos no pET-28a(+), realizou-
se extracdo plasmidial e uma nova transformacdo com Rosetta

BL21(DE3)pLYsS™ e seguiu-se para expressao protéica.


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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Figura 11 - Mapa do Vetor de Expressdo pLexsy-neo2 com gene neo marcador. Codifica
aminoglicosideo fosfotransferase 3’, que permite a selecdo de cepas recombinantes com
antibiético. Em destaque (circulados em azul) os sitios de restrigdes utilizados. Os sitios Ncol
e Kpnl para inser¢do génica. Os sitios Ncol e Notl para remocdo do gene+6xhistidinas,
utilizados para subclonagem.

4.13 Expressao heterdloga das proteinas Rab1-GTPase e
ADF/Cofilina

Apés a transformacdo da E.coli Rosetta com pET-28a(+) + inserto
Rab1-GTPase e pET-28a(+) + inserto ADF/Cofilina, as col6nias crescidas em
meio LB solido foram selecionadas e cultivadas em meio LB liquido contendo

35 pug/mL de canamicina e 33 pg/mL de cloranfenicol, mantidas a 180 rpm e
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a 37 °C. Deste meio retirou-se aliquotas de 500 yL para estoque em glicerol
a 25% a -80 °C, para cultivos futuros. Retirou-se ainda 1 mL para cultivo em
15 mL em meio LB liqguido com as mesmas concentragdes de antibidticos,
cerca de duas horas depois, quando a densidade atingiu o valor de 0,5 a
expressao foi induzida por meio da adicdo de 0,5 mM de IPTG. E como
controle negativo utilizou-se E.coli Rosetta com pET-28a(+) sem presenca de
inserto.

Para analise da expressdo foram coletadas aliquotas de 1 mL das
culturas nos correspondentes intervalos de tempo: 0 h (antes da indu¢do com
IPTG), 1h, 2h, 3h e 4h apds a inducdo. Que foram centrifugadas a 9.000 x g
por 2 minutos, desprezou-se 0 sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet com
100 pL do tampéo de corrida 2x SDS-PAGE (1 M Tris-HCI pH 6,8; 1 mL 10%
SDS; 4 mL Glicerol; 2 mL B-mercaptoetanol; 2,5 mL 1% azul de bromofenaol;
500 pL dH20 para volume final de 10 mL), que foram armazenadas a -20 °C
até a verificacdo por SDS-PAGE.

Com a determinacdo do melhor tempo de inducdo, analisou-se a
solubilidade da proteina em meio hidrofilico. Adicionou-se 1 mL em 15 mL de
meio LB liquido da bactéria transformada E.coli Rosetta com pET-28a(+) com
os insertos, conforme descrito acima, durante periodo de 3h, posteriormente
a cultura foi centrifugada a 5.000 x g por 15 minutos. O precipitado foi
ressuspenso com 10 mL de tampao de lise e mantidas em gelo (12,5 mM
Naz2HPO4, 12,5 mM NaH2PO4 e 0,5 M NaCl, pH 8,0). As suspensdes celulares
mantidas em gelo foram submetidas a lise celular utilizando o sonicador
aparelho sonicador (BioLab) aplicando amplitude de 90% (com valor minimo
de 40%). O processo de sonicacéo foi realizado empregando-se 10 ciclos de
30 segundos. Os extratos protéicos brutos provenientes das células lisadas
foram clarificados por centrifugacdo a 12.000 x g por 30 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi coletado e separado como extrato de proteinas soluveis em
meio aquoso. Posteriormente, o pellet foi ressuspendido com a mesma
solucéo de lise, no entanto, acrescidos 6 M de Ureia, e repetiu-se a etapa da

sonicacédo e centrifugacdo, em que o sobrenadante foi coletado e separado
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com extrato de proteinas insolUveis em meio aquoso. Este e aquele, foram

armazenados a -20 °C até serem analisados em SDS-PAGE.

4.14 Cromatografia de afinidade em resina de niquel

Para a purificagdo das proteinas recombinantes, utilizou-se da
estratégia que emprega a cauda de Hexahistidinas como vantagem da
cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (Immobilized
Metal-lon Affinity Chromatography- IMAC). A coluna de afinidade basea-se na
disposicdo de ion metalicos coordenados e imobilizados por um agente
guelante, neste caso o acido nitriloacético, que se liga em quatro pontos do
niquel deixando livre dois pontos de ligacdo que vao interagir com o anel
imidazolico que compde a cauda de histidina. Este anel tem alta afinidade por
ions metalicos, neste caso a interagdo sera com a resina de Niquel (125).
Desta forma, as proteinas ricas em histidinas (o que justifica a utilizacdo do
pLEXSY-neo2, na subclonagem dos genes e insercdo a estes a cauda de
histidina) sdo seletivamente eluidas da resina carregada com ions metalicos
e consequentemente isoladas por este método. A eluicdo das proteinas
recombinantes € realizada por uma solucdo contendo o composto imidazol,
gue também possui o0 anel imidazolico, mas que tem maior afinidade que a da
histidina. Pode-se entender melhor este mecanismo na Figura 12 e 13 em que
h& a representacdo da interacdo dos residuos de histidina com a matriz Ni-
NTA (Quiagen).
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Figura 12 — A Interacdo entre residuos da cauda His6x e a matriz Ni-NTA. O &cido
nitrilotriacético (vermelho), coordena-se com quatro dos seis sitios ligantes do Ni (ll). Os dois
sitios livres da esfera de coordenagdo interagem com os anéis imidazol da cauda de 6x
histidinas das proteinas recombinantes em azul.

Interacdo das proteinas Lavagem da coluna Elui¢do
Extrato Protéico Bruto recombinantes com Ligante Ni- para remogao de
NTA na matriz de agaraose proteinas excedentes

e inespecificas.

Figura 13 - Método de purificagdo (IMAC). Fonte: Método Qiagen, imagem ilustrativa,
SANTOS, GLS 2017.
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Os sobrenadantes provenientes da lise celular com o extrato protéico
bruto foram inseridos em uma coluna de 3 mL contendo 1 mL de resina de
niquel Ni-NTA superflow (Qiagen) pré-equilibrada com tampéo de lise (12,5
mM Naz2HPO4, 12,5 mM NaH2PO4, 0,5 M NaCl e 10 mM imidazol pH 8,0). A
gravidade permite passagem do meio aquoso pela coluna. Depois a coluna
foi lavada por 3x com 1 mL da solugéo de lavagem (12,5 Mm Na2HPO4, 12,5
mM NaH2PO4, 0,5 M NaCl e 40 mM imidazol pH 8,0). E depois aplicou-se 2x
1 mL de solucao de eluicdo (12,5 mM Naz2HPO4, 12,5 mM NaH2PO4, 0,5 M
NaCl e 250 mM imidazol pH 8,0). Durante as etapas descritas acimas foram

coletadas amostras do filtrado e eluicdo para avaliagdo em SDS-PAGE.

4.15 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As analises de expressao, solubilidade e purificacdo das proteinas
foram feitas por SDS-PAGE desnaturante unidimensional. As amostras das
referidas etapas foram coletadas homogeneizadas em tampdo 2x como
descrito no item 4.13, antes da aplicacdo em gel as mesmas ficaram 5 minutos
em temperatura submergidas em agua em temperatura de ebulicdo, segundo
o método de Laemmli (126).

Os géis possuiam 1 mm de espessura e a fase de separacédo foi de
12% de bis-acrilamida. A aplicacédo de 90 volts na fase concentradora e de
150 na fase separadora. Com o términio da eletrofose os géis foram corados
com Coomassie Blue R-250 (2,5 g de Coomassie Blue, 450 mL metanol, 100
mL acido acético e volume final completado com adicdo de H20 para 1 L) e
posteriormente descorados com Solucdo contendo Acido Acetico ,450 mL
Metanol, 4cido acetico 100 mL, volume final de 1 L completado com H20).
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4.16 Western Blotting

Amostras obtidas na etapa de purificacdo foram submetidas a SDS-
PAGE, no entanto, com o términio da separacao eletroforética, realizou-se a
transferéncias das proteinas para a membrana de nitrocelulose de 0,45 pum,
seguindo a metodologia de Towbin e cols (1979) (127). A transferéncia foi
realizada usando o sistema Miniprotean Cell® (Bio-Rad) e o marcador de peso
molecular pré-marcado utilizado foi Novex®sharp Pre-Stained (invitrogen).

Apoés a transferéncia, a membrana foi bloqueada com PBS Tween
0.01%, com 2.5% de leite desnatado (Molico - Nestle) e colocado para incubar
por 12 h a 4 °C. Posteriormente, a membrana foi lavada trés vezes com PBS
Tween 0.01% por 5 minutos e colocada em agitacdo. Foram adicionados
anticorpo primario anti-His Tag (LifeTechnologies) na proporcéo de 1:500 para
0S ensaios de deteccao de calda de histidina PBS nos ensaios de teste da
proteina heterdloga contra anticorpos do hospedeiro, ambas membranas
foram colocadas para incubar a temperatura ambiente sob agitacéo
constante. Apés o tratamento com o anticorpo primario, foram realizadas trés
lavagens em PBS Tween 0.01% por 5 min. As membranas receberam
tratamentos com anticorpo secundario anti IgG murino (Life Technologies)
conjugado com fosfatase alcalina nos ensaios para deteccdo da proteina
heteré6loga e anticorpo secundario anti-IlgG canino conjugado com HRP para
ensaios de reatividade da proteina, ambos tratamentos com anticorpos
secundarios foram feitos nas diluicbes de 1:1000, seguida de incubacéo a
temperatura ambiente por 1 hora sob agitacdo constante. Anticorpo anti-
HisTag conjugado com fosfatase alcalina (Sigma) foi diluido em PBS leite 2%
(1:10.000). Depois, foram realizadas cinco lavagens com PBS Tween 0.01%
e por ultimo, a membrana foi revelada em BCIP/NBT (Sigma), na
concentracédo indicada pelo fabricante. A revelacédo foi interrompida com agua

destilada.
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4.17 Ensaio de Imunoabsorbancia Enzimatica (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay - ELISA)

Microplacas de alta afinidade de ligacdo com fundo plano de 96
cavidades (Greiner bioone) foram sensibilizadas separadamente com 100 pL/
poco, contendo 5 pug/mL das proteinas purificadas dos itens, em tampao de
revestimento (carbonato-bicarbonato) pH 9,6 (0.03 M NaHCOs ; 0,015 M
Na2COs) e incubadas por 12h a 4°C. Em seguida, os excessos de antigenos
foram removidos por meio de trés lavagens com PBS pH 7,4 contendo 0,05%
de Tween-20 (PBS-T). Os sitios de adeséo livres foram bloqueados com 100
uL/poco de PBS pH 7,4 acrescidos de 10% de SFB (soro fetal bovino) da
Gibco, seguido por incubacao de 1h a temperatura ambiente. Ao final, repetiu-
se o procedimento de lavagem. Os soros dos cées foram diluidos a 1:125,
1:250, 1:500 e 1:1000 em PBS/SFB 10% e adicionados 100 ulL/poco, em
duplicata. Apos incubacdo de 1 h a temperatura ambiente, as placas foram
novamente lavadas com PBS-T. O conjugado, composto por anticorpos anti-
IgG canino marcado com HRP (Novex — Life Technologies) foi diluido 1: 2000
em PBS/SFB 10% e, em seguida, 100 uL/poco foram adicionados as placas
seguida por incubacéo de 1 h a temperatura ambiente, sendo envolvidas por
papel aluminio durante essa etapa. Apos incubacao, o excesso do conjugado
foi retirado através de cinco lavagens com PBS-T. A revelacdo da reacao foi
feita pela adicdo de 50 uL/poco de H202 (Dinamica) em tampéo fosfato-citrato
pH 5,0 adicionado de cromégeno OPD (o-Phenylenediamine dihydrochloride
- Sigma). A reacéo foi feita em local sob protegéo de luz, passados 15 minutos,
essa foi interrompida pelo acréscimo de 50 ulL/poc¢o de H2SOa4 . A leitura foi
feita em espectrofotometro (BioTeK- Synergy HT) a 490 nm. Para analise

utilizou-se soro de 5 caes negativos e 5 caes positivos.
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4.18 Analise estatistica

Os resultados obtidos pelo ELISA, item 4.13, foram analisados pelo
programa Graphic Pad Prism 6 (GraphPad Software). O teste empregado foi
o Two-way ANOVA por meio do método de comparac&o multipla proposto por
Fisher e o pés teste de Bonferroni. O valor alpha determinado foi de 0,05 e

realizou-se o grubber test.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise protebmica tornou-se uma importante ferramenta
complementar aos estudos da expressdao génica em diferentes estados
fisiolégicos de um organismo. Outra abordagem do proteoma € estudar as
propriedades das proteinas, seus niveis de expressdo, suas funcdes,
interacdes, modificacdes pds-traducionais, tais como fosforilagdo, metilacao,
acetilacdo, clivagem proteolitica, entre outras (128,129).

No presente estudo varias destas modificacdes foram avaliadas in
silico. Entretanto, ndo € possivel afirmar que estas ocorram na proteina nativa.
A exemplo, temos a analise de peptideo sinal como referéncia as proteinas
de secrecdo. No entanto, varios estudos tém reportado sobre mecanismos e
componentes moleculares em uma via de secrecao nao-classica (130).

Na via classica de secrecéo a participacao do reticulo endoplasmatico
tem um papel fundamental no processamento e na liberagao proteica (131).
Por outro lado, na via ndo convencional estdo envolvidos 0os exossomas que
podem ser excretados como corpos multivesiculares ou lisossomos
secretores (132). Dentro desse tipo de secrecado estado incluidas as citocinas,
fatores de crescimento e moléculas que participam na sinalizagdo em

processos fisioldgicos como diferenciacao e proliferacao celular (133).

5.1 Predicdes in silico das proteinas Rab1-GTPase e ADF/Cofilina

Para a proteina Rab1-GTPase observamos as seguintes referéncias:
locus génico no cromossomo 27, RNAm identificada como XM_003392601.1,
com 603 pares de bases, 200 aminoacidos, massa molecular 22.123 kDa,
proteina identificada como XP_003392649.1 disponivel por meio do acesso

digital ao link: (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/10966266). E para a

ADF/Cofilina encontramos localizacdo génica no cromossomo 29, RNAmM
identificada como XM_001466535.1, com 420 pares de bases, 139

aminoacidos, massa molecular 15.670 kDa, proteina identificada como


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/10966266
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XP_001466572.1 disponivel por meio do acesso digital:

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5070604), dados importados para analise

in silico.

5.1.1 Peptideo Sinal

As proteinas tém um sinal intrinseco que regem o seu transporte e sua
localizacd@o na célula. A localizacao subcelular de uma proteina é importante
compreender a sua funcao e caracterizacdo. Assim, a previsao destes sitios
€ muito importante (134).

O peptideo sinal secretor € o sinal intrinseco mais conhecido em uma
proteina, pois é essencial para translocacdo desta, através da membrana
plasmatica e da membrana do reticulo endoplasmatico, em eucariotos. E
caracterizado tipicamente por uma sequéncia de 15-30 aminoacidos,
geralmente, localizada na regido N-terminal, que sdo cortados durante a
translocacgdo da proteina através da membrana (134).

Desta forma, as sequéncias proteicas obtidas nos bancos de dados
NCBI (74) ou no Tritrypdb (111) foram submetidas a analise in silico para
predicdo de peptideos sinais no SignalP server4.0 (112) e no PrediSi (113) e
ambos possuem um limiar fixo de 0,5. A avaliacdo das duas proteinas nos
respectivos sowftares ficaram abaixo do escore. Isto indica que ndo ha
presenca de peptideo sinal, designando-as como ndo secretaveis, por via-
classica conforme as figuras 14 e 15. Este resultado era esperado devido a
propria descricdo das funcdes das proteinas Rab1-GTPase e ADF/Cofilina em
estudos anteriores. A primeira responsavel pelo trafego citoplasmaético, e a
segunda apresentando um importante papel na regulacéo da polimerizacéo e

despolimerizacao dos filamentos de actina.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5070604
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SignalP — 4.1 prediction (euk networks): Rab1- GTPase
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Figura 14 - Predicéo de peptideo sinal da Rab1-GTPase e ADF/Cofilina. C-score (vermelho)
score bruto oferece os escores que sao treinados para distinguir locais de clivagem do
peptideo sinal nas proteinas. S-score (verde) oferece dados processados para distinguir as
posi¢cdes dentro do peptideo sinal a partir da posicao inicial. O Y-score (azul) pontuacdo
combinada de clivagem, ou seja uma combinacéo entre a média geométrica do C-score e da
inclinagédo do S-score. A linha em rosa é o limiar fixo de 0,5, scores alcancados acima deste
limiar s@o afirmativas para peptideos sinais. E pode-se observa que para as proteinas Rabl-
GTPase (C-score= 0,133, Y-score= 0,133 e S-score=0,148) e ADF/Cofilina (C-score=
0,111,Y-score= 0,104 e S-score= 0,096) elas ficaram abaixo do limiar, sendo negativa para
avaliacdo. Fonte: Software SignalP Petersen TN, et al. 2011 e Santos, GLS 2017.
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PrediSi — Signal Peptide Prediction ADF/Cofilina
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PrediSi — Signal Peptide Prediction Rabl - GTPase
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Figura 15 - Predicao de peptideo sinal da Rab1-GTPase e ADF/Cofilina. A linha central em
azul é o limiar fixo de score 0,5, o PrediSi processa dados em uma escal numéricade 0 a 1.
A linha em vermelho indica os scores alcancados pelas respectivas proteinas. Se esta
ultrapassasse o limiar fixo de 0,5 seriam consideradas positivas para a avaliagdo quanto ao
peptideo sinal. O que ndo se evidenciou-se para as proteinas Rab1-GTPase (score: 0,1715)
e nem para ADF/Cofilina (score: 0,000). Portanto, consideradas negativas para a avaliacdo.
Fonte: Software PrediSi Hiller, K, e GLS, Santos, 2017.
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Mas uma andlise protedbmica comparativa identificou 329 proteinas em
exossomos de Leishmania donovani, representando mais de 52% da
secrecdo global de proteinas deste organismo (102) . Somados a este
resultado temos um recente estudo do secretoma de L. donovani que
surpreendentemente demonstrou que apenas 14% das proteinas continham
peptideo sinal para a via de secrecao classica N-Terminal (105).

Assim, a liberacdo de exossomo € o principal mecanismo para a
secrecdo de proteinas utilizado pelo protozoario Leishmania como meio de
exportar proteinas. E foram identificadas mais de 400 proteinas em
exossomos, dentre as quais foram evidenciadas a Rabl e a Cofilina
(102,105).

Os exossomas parecem funcionar na comunicacao de longo alcance e
na modulacdo imunoldgica, visto que foram detectados em compartimentos
citosélicos de macroéfagos infectados. Estes secretavam seletivamente IL-8, e
nao TNF-a, favorecendo o crescimento do parasita. Pois, como vimos no item
1.3.2 Interagdo Leishmania e Vertebrados, o TNF-a controlaria o crescimento
do parasita, por ativacdo da resposta do tipo Thl (102,105).

As proteinas GP63 e EF-1a sao proteinas encontradas em vesiculas
segregadas e sao provavelmente as responsaveis por esta imunomodulacao
na célula hospedeira. Ao acessarem o citosol, estas ativam as fosfatases de
tirosina que regulariam negativamente a sinalizacdo do IFN-y diminuindo o
arsenal microbiocida do macréfago como TNF-a e 6xido nitrico (106).

A comparacdo com as proteinas exossomais de mamiferos
demonstrou que os exossomas de Leishmania continham ortélogos como a
Rabl e Rab 11. As proteinas a-tubulina e B-tubulina e proteinas de choque
térmico HSP90 e HSP70 também foram evidenciadas em exossomos (105).

A presenca da Rabl em exossomos pode ser vinculada a sua funcao
de direcionamento e controle do trafego vesicular intracelular, quanto a cofilina
a Unica relacdo encontrada foi que estava presente em microvesiculas de
células dendriticas, ndo ficando claro o seu papel. Assim, apesar de nao
serem evidenciadas a presenca de peptideo sinal, as proteinas estudadas

parecem exercer um importante papel em vias de secrecdo néo-classicas.
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5.1.2 Fosforilacéo e Glicosilacédo

Realizou-se predi¢des de dois tipos de modificacdes pos-traducionais,
a fosforilacdo e a glicosilacdo. A fosforilagdo é catalisada por proteinas
quinases por meio de transferéncia de um grupamento fosfato, para os
residuos de tirosina (Tyr), treonina (Thr) e serina (Ser), que sdo componentes
fundamentais na cascata de sinalizacdo, no controle intracelular e na
regulacdo e transducdo de sinais. O mecanismo regulador inclui varios
fendmenos que vao desde alteracdes quimicas e estruturais das proteinas até
ao controle transcricional. Desta forma, um entendimento minucioso das
proteinas sobre este aspecto € essencial para a sua caracterizacao, pois a
fosforilagcdo funciona como um interruptor para atividades enzimaticas
(40,114,135).

As duas proteinas revelaram-se com varios sitios de fosforilacdo a
Rabl-GTPase com quase o dobro do observado na ADF/Cofilin. Sendo 32
sitios de fosforilacéo evidenciados na proteina Rab1-GTPase destes 16 sitios
de Serina (S), 5 de Tirosina (Y) e 11 de Treonina (T). Enquanto, que para a
ADF/Cofilina obteve-se 17 sitios dos quais 9 Serina (S), 5 de Tirosina (Y) e 3
Treonina (T) evidenciados nas figuras 17 e 18. A deteccao de fosforilagoes,
além dos itens citados no paragrafo anterior, faz-se importante também devido
as cargas negativas provenientes do fosfato que podem provocar mudancas
abruptas na estrutura proteica (136).

A fosforilag&@o proteica reversivel € amplamente utilizada pelas células
eucariotas como um mecanismo de sinalizacao e a familia Rab de GTPases
faz parte de um circuito complexo de transducao de sinais, mas pouco se sabe
sobre os mecanismos subjacentes a sua participacdo nestas redes. Varios
fosfo-Rab foram identificados, porém sem muita descri¢cao funcional (137). Em
um estudo verificou-se que a fosforilacao, por exemplo, da Rab4 pela quinase
cdc2 inibi a associacdo da proteina com as membranas endossdémicas, por

diminuir a interacao desta com GDI (138).
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NetPhos 3.1: predicted phosporylation sites in Rab1-GTPase
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Figura 16 - Predicdo de fosforilagBes sobre a proteina Rabl1-GTPase. Proteina com varios
pontos de fosforilagdes. Sendo 16 sitios de Serina (S) em vermelho nas posi¢des (17, 32, 36,
39, 75, 76, 95, 104, 111, 142, 151, 155, 167, 176, 181 e 183), 5 de Tirosina (Y) em azul nas
posi¢des (7, 33, 37, 77 e 109) e 11 de Treonina em verde nas posi¢des (34, 40, 72, 74, 90,
91, 127, 133, 150, 156 e 192). A linha rosa é o limiar fixo de 0,5 scores acima disto s&o
positivos para fosforilacdes. Fonte: Blom, N et al. 2004 e Santos, GLS, 2017.
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Figura 17 - Predicdo de fosforilagBes sobre a proteina ADF/Cofilina. Proteina com varios
pontos de fosforilagbes. Sendo 9 sitios de Serina (S) em vermelho nas posi¢des (24, 47, 58,
76, 100, 107, 107, 110 e 122), 5 de Tirosina (Y) em azul nas posic¢des (26, 50, 64, 71 e 113)
e 3 de Treonina em verde nas posi¢des (51, 59 e 90). A linha rosa é o limiar fixo de 0,5 scores
acima disto séo positivos para fosforilagdes. Fonte: Blom, N et al. 2004 e Santos, GLS, 2017
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A atividade da ADF/Cofilina é dependente de fosforilagéo de serina pela
LIM quinase (LIMK), que é regulada pela via de sinaliza¢cdo Rho, assim como
a Rab uma pequena GTPase ou pela quinase TESK. E ela esta fortemente
associada a varias funcdes biologicas celulares importantes, incluindo o ciclo
celular, manutencdo morfologia e locomocéo. A fosforilagdo da proteina por
uma destas quinases inativam a proteina, assim pode existir pelo menos duas
vias paralelas para a regulacao da atividade desta (109,139).

Assim a fosforilacdo parece exercer um papel chave na regulacdo da
atividade das proteinas estudadas.

Outro fator importante é a glicosilacdo, muitas proteinas em células
eucaridticas sao glicoproteinas, visto que contém cadeias de oligossacarideos
ligados covalentemente a certos aminoacidos. Sabe-se que a glicosilacédo
afeta a dobragem, a localizacao, a solubilidade, a antigenicidade, o trafego da
proteina, a atividade biolégica bem como as interacfes célula-célula (116).

A glicosilacdo de proteinas pode ser dividida em quatro categorias
principais, dependendo da ligacdo entre o aminoacido e o acucar. A categoria
N-glicosilacdo é caracterizada pela adicdo de um acucar ao grupo amino
(NH2) de uma asparagina. A O-glicosilacdo um acucar € ligado no grupo
hidroxilo (OH) de um residuo de serina ou treonina a ser modificado. E ainda
se tem a C-manosilacéo e glicosilfosfatidilinositolacdo (GPI) (140).

Nas figuras 18 e 19 tem-se o resultado da predicdo de possiveis
residuos O-glicosilados, para a proteina Rabl GTPase, apresentou-se 6
sitios, sendo 4 em residuos de serina e 2 em treonina, com 0 score maior na
regido 176, que confirma a predicdo anterior de fosforilacdo de serina para
esta mesma posicdo. Na proteina ADF/Cofilina identificou-se somente trés
potenciais sitios e os trés em residuos de serina com o score maior para a
posicdo 138, entretanto avaliando com a analise de predi¢cao de fosforilacao
nao foi evidenciado este sitio de serina, no gréafico identificamos um potencial
alvo proximo desta posi¢do 138, mas que ndo atingiu o score preconizado.

Outra predicdo foi a N-glicosilacdo (ver figura 20) ao realizar a
submissdo das sequéncias de aminoacidos, o preditor NetNglyc 1.0 sugere
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uma determinada regido para cada proteina. Para a Rab 1-GTPase tem-se a
posicédo 154 com score de 0,5559 (em verde) e para ADF/Cofilina a posicéo
49 score 0,6722 (em verde) a linha em vermelho é o limiar com score de 0,5,
mas o software faz um alerta, que mesmo que haja potencias alvos de
glicosilacdo, o fato das proteinas ndo conterem a presenca de sitio de
peptideo sinal, impossibilita a glicosilacéo in vivo destas, pois o peptideo sinal
serve de chave para entrada no Reticulo Endoplasmatico, onde ocorrera a
glicosilacdo. Desta forma o preditor de glicosilacdo estd em consenso com a

analise in silico dos preditores de peptideo sinal.
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YinOYang 1.2: predicted 0-(B) GlcNac sites in Rab1-GTPase
' Threshold
8 T T T
Residue 0-GlcNAc Potential Thresh. Thresh.
result (1) (2)
32 5 ++ 8.5159 B.3584 @.4631
72 T + @.456538 &8.4387 @.531@
75 5 + @.4a487 @.4414 @.5454
176 5 +++ 8.6373 B.4233 @.5218
192 T ++ @.,4452 B,3379 a.4858
198 5 + @,.3332 B, 3883 8.3659

Figura 18 - Predicéo de glicosilagdo sobre a proteina Rab1l- GTPase. O preditor YingOYang
1.2 revelou possiveis O-B-glicosilagBes em 6 residuos sendo 4 de Serina nas posicdes 32,
75,176, e 198 e 2 de Treonina nas posi¢cbes 72 e 192. Este software gera dados numa escala
de 0 a 1, contudo o seu limiar score é varidvel conforme a tabela ao lado. Assim o limiar
apresenta variacdes no grafico representado pela linha vermelha. Em verde segue os
possiveis sitios de glicosilagcdo que ao ultrapassar o limiar séo considerados positivos. Pode-
se observar para a proteina Rab1-GTPase a posi¢do 176 residuos (S) com o score maior.
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YinOYang 1.2: predicted O- [B)- GlycNac sites in ADF/Cofilin
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a7 5 4 d.4453  9.3948 8.481%
a8 5 ¢ g.4678  @.3978 ©.4866
13 5  ++ 9.49%6  9.334] ©.401%

Figura 19 - Predi¢é@o de glicosilacdo sobre a proteina ADF/Cofilin. Predigdo de glicosilacdo
sobre a proteina ADF/Cofilin. O preditor YingOYang 1.2 revelou possiveis O-B-glicosilagfes
em 3 residuos de Serina nas posi¢des 107, 108 e 138. Este software gera dados numa escala
de 0 a 1, contudo o seu limiar score é variavel conforme a tabela ao lado. Assim o limiar
apresenta variagdes no gréafico representado pela linha vermelha. Em verde segue os
possiveis sitios de glicosilagcdo que ao ultrapassar o limiar séo considerados positivos. Pode-
se observar para a proteina Rab1-GTPase a posi¢édo 176 residuos (S) com o score maior.
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NetNGlyc 1.0: predicted N-glycosylation sites in Rab1-GTPase
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NetNGlyc 1.0: predicted N-glycosylation sites in ADF/Cofilin

Threshold

- Fotential

m

Iy 1A

=

L]

L

[=]

£ 5,75 4

=

(=]

E

= 8.5 4

o

n

(=]

(4]

o

< 8.25 1

z

2] T r T T T T
@ 28 489 ] 8@ 160 120
Sequence position

Figura 20 — Predicdo de N-glicosilacdo sobre a proteina Rab 1-GTPase e ADF/Cofilin. O
preditor NetNglyc 1.0. Alerta que para as respectivas sequéncias de proteinas ndao ha
presenca de um peptideo sinal e que desta forma seja improvavel que estas sejam expostas
a maquinaria de N-glicosilacdo n&o podendo ser glicosilada In vivo, mesmo que contenham
motivos potenciais. Como resultado de potencial N-glicosilacdo para a Rab 1-GTPase tem-se
a posicdo 154 com score de 0,5559 (em verde) e para ADF/Cofilina a posi¢éo 49 score 0,6722
(em verde) a linha em vermelho é o limiar com score de 0,5.
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5.1.3 Predicéo Epitopo Linear

A predicdo de epitopo linear realizada no Bepipred mostra em espaco
amostral do gréfico, em amarelo, potenciais regiées antigénicas. Com area
predominante para a Rabl GTPase no intervalo entre os residuos de
aminoécidos (a.a.) 180-200, e para a ADF/Cofilina a regido entre 90-120 a.a.
com maiores scores. O preditor YingOYang 1.2 revelou duas possiveis O-f3-
glicosilacdes para Rabl das 6 predi¢ges, que se encontram nas posi¢des 192
e 198 que compreendem o intervalo da area de predicédo de epitopo linear e
para a proteina ADF/Cofilina este preditor revelou 3 sitios possiveis nas
regides 107, 108 e 138, todos encontram-se dentro da area prevista como
epitopo linear, conforme a figura 21 abaixo.

Bepipred Linear Epitope Prediction Results : Rab 1 GTPase
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Bepipred Linear Epitope Prediction Results : ADF/Cofilina
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Figura 21 — Predicdo Linear de Epitopos de Células B para as proteinas Rabl GTPase e
ADF/Cofilina. O eixo Y a pontuacdo para cada residuo, o eixo X representa as posi¢cdes dos
residuos na sequéncia. As pontuacGes maiores séo interpretadas como a regiao e residuo
com maior probabilidade de fazer parte do epitopo (representados em amarelo nos graficos.)

Tabela 5 — Predicdo de Epitopo Linear (Bepipred), Descricao da posicéo, residuo e escores
avaliados nas proteinas Rabl-GTPase e ADF/Cofilina. Selecionou-se para esta tabela
escores maiores dob que 0,7.

Predicted residue scores: (Bepipred Linear Epitope

Prediction Results > 0,7)
RAB1 GTPase ADF/COFILINA
Position Residue Score Position Residue Score
193 Vv 1.794 92 R 1.581
192 T 1.793 91 A 1.484
188 Q 1.670 121 E 1.444
187 L 1.635 123 G 1.424
194 K 1.537 76 S 1.385
190 P 1.500 74 A 1.370
189 N 1.479 75 G 1.334
186 N 1.456 124 L 1.290
191 P 1.442 122 S 1.275
185 P 1.313 93 P 1.255
153 K 1.302 119 N 1.221
155 S 1.239 90 T 1.066
180 K 1.217 120 D 1.041
182 A 1.217 73 D 0.993
33 Y 1.195 72 N 0.962
195 K 1.173 118 A 0.857
156 T 1.161 89 D 0.840
154 N 1.158 7 K 0.838
181 S 1.137 45 E 0.767
184 R 1.132 58 S 0.766
157 N 1.046 38 | 0.765

Os epitopos séo os locais das moléculas que sédo reconhecidos por
anticorpos do sistema imunolégico. O conhecimento dos epitopos pode ser

usado no projeto de vacinas e testes de diagnostico, o criador do bepipred diz
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gue o método tem uma sensibilidade bastante baixa e que uma maneira de
aumentar a sensibilidade seria ajustando o limiar aplicado, mas isto, em
contrapartida, diminuiria a especificidade. Pellequer e cols. (1991) fizeram um
estudo aplicando métodos de escala de propensdo ao conjunto de dados
usando um limiar fixo de 0,7 s, onde s é o desvio-padrao dos valores de
predicdo (117,141)

O preditor ABCpred determinou 13 sitios de epitopos lineares para
ADF/Cofilina e 19 para Rab 1- GTPase enquanto que o BCpreds apresentou
5 sitios para as duas proteinas. Podemos observar sitios de epitopos para
célula B proximos, ao realizarmos a sobreposicédo dos dados fornecidos pelos

3 softwares. Conforme grafico da Figura 22 e 23 abaixo.

0 ; ; Bepipred
BCpreds
——— ABCpred

2 0 %0 & 100 120 140
Position

Figura 22 — Comparacéo dos resultados predicéo linear dos preditores Bepipred, BCpreds e
ABC pred ADF/Cofilina. Em amarelo o espaco amostral da distribuicdo dos epitopos lineares
preditos por Bepipred e seu respectivo escore. Os pontos em laranja séo 0s epitopos previstos
pelo BCpreds (posi¢éo:38 score 1; 4 score 1; 92 score 0,998; 66 score 0,967 e 115 score
0,887) e em azul os epitopos previstos ABCpred (posi¢éo: 93 score 0,91; 113 score 0,86; 37
score 0,84; 68 score 0,83; 13 score 0,81; 4 score 0,80; 19 score 0,79; 99 score 0,77; 26 score
0,70; 58 score 0,68; 85 score 0,62 e 119 score 0,55). E em verde, espaco amostral de regiées
negativas para epitopos lineares em células B.
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20 , Bepipred
J BCpreds
——— ABCpred

Score

20 40 60 80 100 IZAO 140 160 180 200
Position

Figura 23 — Comparac¢édo dos resultados de predicédo linear dos preditores Bepipred, BCpreds
e ABC pred Rabl GTPase Em amarelo o espago amostral da distribuicdo dos epitopos
lineares preditos por Bepipred e seu respectivo score. Os pontos em laranja sdo 0s epitopos
previstos pelo BCpreds (posicéo:146 score 1; 183 score 0,994; 78 score 0,955; 57 score 0,907
e 27 score 0,827) e em azul os epitopos previstos ABCpred (posi¢éo: 2 score 0,56; 11 score
0,77; 17 score 0,72; 26 score 0,83; 35 score 0,78; 4 score 0,80; 44 score 0,71; 59 score 0,88;
66 score 0,81; 74 score 0,78; 83 score 0,91 e 101 score 0,84; 110 score 0,75;119 score 0,72;
131 score 0,80;141 score 0,75; 148 score 0,57; 160 score 0,80; 176 score 0,89; 184 score
0,79). E em verde, espaco amostral de regides negativas para epitopos lineares em células
B.

5.1.4 Predicéo Epitopo Conformacional

O método baseia-se em estatisticas de residuos de aminoacidos,
informacéao espacial e acessibilidade de superficie em um conjunto de dados
compilados de epitopos descontinuos determinados por difracdo de raios-X
de complexos de proteina e anticorpo/antigeno (142).

A analise s6 é possivel se houver estruturas tridimensionais conhecidas
de proteinas homologas e compativeis com as sequéncias de aminoacidos
gue se deseja analisar. A avaliagdo da ADF/Cofilina de L. infantum foi
equiparada com a do ADF/Cofilina Leishmania donovani que apresentou uma
identidade de 99% da cadeia A, dados fornecidos pelo banco de dados Protein
Data Bank (PDB) .
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A Rabl-GTPase foi equiparada com uma estrutura cristal da Rab-1
ligada a proteina LidA de Legionella pneumophila, pois um estudo fez uma
comparacao estrutural revelando que Rab-1-GDP ligada pela LidA exibe uma
conformacdo ativa quase idéntica com a Rabl-GTP e torna-a
persistentemente ativa (143) e apresentou uma identidade de 76% em relacéo

a cadeia A.

Figura 24 — Predicéo de Epitopo Conformacional da proteina ADF/Cofilina. O preditor Ellipro
fez alinhamento dos aminoacidos da ADF/Cofilina L. infantum com a do banco de dados
ADF/Cofilina L. donovani para realizar esta predicdo. E como detalhe do alinhamento obteve
uma identidade de 99%. E evidenciou 4 sitios em formato 3D da proteina com o0 escore
variando entre 0,8 a 0,6 score. Conforme a tabela 6 E a figura 23. Podemos evidenciar a
Identificacdo, os residuos, o numero de residuos e o escore.



Tabela 6 - Predi¢do conformacional ADF/Cofilina

Ndmero
ID Residuos de Score
residuos
A _:R134, :H136, :R137, :S138, :V139 5 0.842
B Y71, _:N72, :D73, _:A74, :G75, _:S76, K77, _:R78 8 0.835
M1, A2, I3, _:S4, G5, _:V6, _:T7, _:L8, :R25,
_:G32, _:A33, :D34, :G35, :K36, :K37, :G44, :EA45,
_:R46, :S47, V48, :N49, :T51, :D52, :K54, :K55,
C _:F57, :S58, :T59, :E60, :K61, :187, :P88, :D89, 50 0.629
_:T90, :A91, :R92, :P93, :R94, :K96, :M97, :N119,
_:D120, :E121, :S122, :G123, :L124, :D125, :E127,
_:E128, :1130
D _:E9, :E10, :N11, :R13, :G14, :D17, :D18, _:R20, 15 0614

_:M21, K22, :K23, :S24, :S110, :E111, :G112

83
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Figura 25 - Predicao de Epitopo Conformacional da proteina Rab1-GTPase.O preditor Ellipro
fez alinhamento dos aminoacidos com uma estrutura Rab1-GDP ligada a proteina LidA e
como detalhe do alinhamento obteve-se uma identidade de 76%. E evidenciou 8 sitios em
formato 3D da proteina com o escore variando entre 0,9 a 0,5. Conforme a tabela 7 E a
figura 24 podemos evidenciar a Identificagdo, os residuos, o nimero de residuos e o escore.
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Tabela 7- Predicdo Conformacional Rab-1-GTPase.

Nimero de

ID Residuos residuos Score

A _:K195, :E196, :D197, :S198, :C199, :C200 6 0.975

B _:Q188, _:N189, :P190, :P191, :T192, :V193, :K194 7 0.953

c _:R184, :P185, :N186, :1.187 4 0.92

M1, T2, A3, _:E4, Y5, _:D6, _:T49, :N51, :E53, _:S54,

D _:K55, V56 12 0.722
_:T90, :K129, :A130,_:Vv131, :D132, :T133, :Q134, :M135, 16 0.695
_:Al136, :K137, _:D138, :F139, :D141, :S142, :L143, :G144 '

E

Y37, _:138, _:S39, :T40, _:141, :G42, V43, :A65, :G66,
_:Q67, :E68, :R69, :F70, :R71, :T72, :173, _:T74, :S75, 31 0.661
_:S76, _:R79, _:D92, :M93, :E94, :N97, :N98, :K100, :T101, '
= _:S104, :E107, _:K108, _:Y109
_:R27, :A29, :D30,_:D31, :S32, :Y33,_:T34, :D35, :S36,
_:T91, :K122, :C123, :D124, :L125, :V126, :T127, :K128, 25 0.586
_:T150, _:S151, :A152, :K153, :N154, :S155, :T156, :N157
G

Sobrepondo 0s resultados dos preditores lineares com o
conformacional identificamos para a proteina Rabl-GTPase a regidao com
maior pontuacao e prevaléncia com potencial imungénico o intervalo 182-189
a.a. e esta demonstrou mais sitios imunogénicos quando comparada a
proteina ADF/Cofilina. Esta por sua vez apresentou a posicéo 4, 58, 85 e 93

comum as analises.

5.1.5 Alinhamento Multiplo

Realizou-se dois alinhamentos multiplos para cada proteina: um para
avaliar a conservacao de regides entre as proteinas estudadas e proteinas
similares em mamiferos (Homo sapiens e Canis familiaris) que em geral séo
0s principais hospedeiros de L. infantum, o que nos permite inferir a
especificidade das proteinas. O outro, para ver a conservagao entre a familia
trypanosomatidae sendo trés sdo do género Leishmania e uma do género

Trypanosoma para uma analise de possivel reacdo diagndéstica cruzada.
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Inicialmente fez-se um alinhamento no pBlast onde localizou-se a sequéncia
FASTA das principais proteinas homélogas avaliadas pelo percentual de
identidade entre as espécies. Que entdo, foram submetidas ao alinhamento
multiplo no Clustal Omega. Logo abaixo nas figuras 26 e 27 pode-se visualizar

os resultados.

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

Canis

Leishmania

Homo

Canis GHIKDEV| VIKEDVSLNGYXKYLLSQSSPAPLTAAEEELRQI

Leishmania YLPI-DANDES--GL-------------=---- DAE-EIIRKVRLHRSY

Homo TKHECQANGPE--DL----------======-= A-ICTAEKLIGGSLIVE

Canis LQGVAFPISREAFQALEKLSNRQLNYVQLEIDIKNEIIILANTTNTELKDLPKRIPKDSA
Leishmania @  ---------mmmmm e
Homo FEGC- PV === === e e e e e e e e e e e
Canis RYHFFLYKHSHEGDYLESIVFIYSMPGYTCSIRERMLYSSCKSPLLEIVERQLQMDVIRK
Leishmania W @ -------mmmmmmm e
FIOMO e e e e i e e e i e e e e e
Canis IEIDNGDELTADFLYEEVHPXQHAHKQSFAKPKGPAGKRGIRRLIRGPAESEAAAD
Leishmania @~  ----------—------
Homo =  ==ccecccccccc e e e e s e e s e e s e e e e ===

* Conservadas
: Similares
[ N3o conservada

Figura 26 - Alinhamento multiplo entre a sequéncia da proteina ADF/Cofilina e proteinas
similares dos mamiferos Homo sapiens e Canis familiaris.



87

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

Canis KIRTVDVEGKKI
Leishmania --- KIRTLNLESKVI
Homo DYLFKLLLIGDSGVGKSCLLLRFADDTYTESYISTIGVDFKIRTIELDGKTI
Canis KLQVIWDTAGQERFKTITTAYYRGAMGIILVYDITDEKSFENIQNWMKSIKENASAGVERL
Leishmania KLQIWDTAGQERFRTITSSYYRGAHGIIIVYDTTDMESFNNVKTWLSEIEKXYASENVNKI
Homo KLQIWDTAGQERFRTITSSYYRGAHGIIVVYDVTDQESFNNVKQWLQEIDRYASENVNKL
Canis LLGNKCDMEAKRKVQKEQRIKLAREHGIRFFETSAKSSTNVDEAFSSLARDILLKSG--G
Leishmania LVGNKCDLVTKKAVDTQMPRXDFADSLGIPFLETSAXNSTNVEEAFIQMASGIKARLAVSG
Homo LVGNKCDLTTKKW AKEFADSLGIPFLETSAKNATNVEQSFMTMAAEIKKRMGPGA
Canis KAPGTDLKPCDKKNTSKCSLG
Leishmania R- -PNLIQNPPTVKKEDSCC--- * Conservadas
Homo AEXISNVKIQSTPVKQSGGGCC--- : Similares

: S o 8 [1 N3o conservada

Figura 27 — Allinhamento mdltiplo entre a sequéncia da proteina Rab1-GTPase e proteinas similares
dos mamiferos Homo sapiens e Canis familiaris.

Ao avaliarmos as duas proteinas com as dos mamiferos pode-se
verificar que a proteina Rab apresenta varias regides conservadas entre os
mamiferos, diferentemente da ADF/Cofilina que parece pouco conservada
entre os mamiferos. Isso confirma os estudos protedémicos que verificaram
que poteinas exossomais de mamiferos continham ortélogos com as de
Leishmania como a Rabl e Rabl1l, entrentanto, a regido terminal COOH para
a dobra GTPase é uma regido hipervariavel, no alinhamento verifica-se duas
regides ndo conservadas na porgéo C-terminal (102).

Um estudo anterior avalia a Rabl da L. major, e demosntra que as
proteinas Rab GTPases sdo bastante conservada entre as espécies de
Leismania com indices de similaridade variando entre 98,9% e 63,7%. Além
disto, os alinhamentos de regides revelou que as regides N- terminal s&o mais

conservadas do que as C-terminais, com uma taxa de similaridade de 98,9 a
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74,3% para o terminal N e de 98,9% caindo para 59,3% para o C-
terminal. Curiosamente, os dominios RAB séo altamente conservados entre
todas as cepas e espécies estudadas de Leishmania em conformidade com
a proteina estudada Rabl GTPase, como visto no alinhamento acima (107).

Assim a Rab 1- GTPase € caracterizada por uma extensédo na parte
carboxi-terminal encontrada apenas no género Leishmania, com um
importante papel na maturacdo do fagossoma, na regulagéo da via secretora
e na regulacédo da absorcdo e da degradagdo da hemoglobina endocitada
(107).

A ADF/Cofilina € pouco conservada entre Leishmania infantum e os
mamiferos selecionados. Com regides ndo conservadas bem distribuidas

entre todas as posi¢des de residuos ao longo da estrutura protéica.

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

T.Vivax.1 MSSEYDHLFKLLLIGDSGVGKSCLLLRFADDSYTESYISTIGVDFKIRTLNLEGKVIKLQ
L.Mexicana MTAEYDYLFKLLLIGDSGVGKSCLLLRFADDSYTDSYISTIGVDFKIRTLNLESKVIKLQ
L.major MTAEYDYLFKLLLIGDSGVGKSCLLLRFADDSYTDSYISTIGVDFKIRTLNLESKVIKLQ
L.infantum MTAEYDYLFKLLLIGDSGVGKSCLLLRFADDSYTDSYISTIGVDFKIRTLNLESKVIKLQ
L.donovani ?TSE\DYLFR___IGDSG‘G (SCLLLRFADDSYTDSYISTIGVDFKIRTLNLESKVIKLQ
T.Vivax.1 IWDTAGQERFRTITSSYYRGAHGIIIVYDATDMESFNNVKTWLSEIDKFASENVNKLLVG
L.Mexicana IWDTAGQERFRTITSSYYRGAHGIIIVYDTTDMESFNNVKTWLSEIEKYASENVNKILVG
L.major IWDTAGQERFRTITSSYYRGAHGIIIVYDTTDMESFNNVKTWLSEIEKYASENVNKILVG
L.infantum IWDTAGQERFRTITSSYYRGAHGIIIVYDTTDMESFNNVKTWLSEIEKYASENVNKILVG
L.donovani IWDTAGQERFRTITSSYYRGAHGIIIVYDTTDMESFNNVKTWLSEIEX Y~SEN‘NKI VG
T.Vivax.1 NK KKAVDTQUMAKEFADSLGIPFLETSAKEASNVEEAFVRMATDIKKRVAAQGANS
L.Mexicana NK ITKKVWDTQUAKDFADSLGIPFLETSAKNSTNVEEAFIQMASGIKARLAVSGEAK
L.major NK K QVDTQTAKDFADSLG:PF_ETSAKNSTNYE;AFIQTASG:ﬂA?LAVSGEﬂK
L.infantum AVDTQUAKDFADSLGIPFLETSAKNSTNVEEAFIQMASGIKARLAVSGEVK
L.donovani KKAVDTQAKDFADSLGIPFL ETb WKNSTNVEEA FIQ ~>G-‘ RLAVSGEVK
T.Vivax.1

L.Mexicana * Conservadas

L.major : Similares

L.infantum [ N3o conservada
L.donovani

Figura 28- Alinhamento mdltiplo entre a proteina Rab1-GTPase de L. infantum e outras
espécies da familia Trypasonomatidae.
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

¥a - NDGP|IRDKLILISWNPDSGAPRTKMLYSSSRDALSALTQG

L.infantum YNDAGSKIREKLILIQWIPDTARPREKMMYSASRDALSSVSEG

L.donovani YNDA KMMYSASRDALSSVSEGY

|: .major YNDA MMYSASRDALSSVSEG

L.mexicana YNDA EKMMYSSSRDALSAVSEG

- RKV

L.infantum RKVR

L.donovani RKVR

L.major RKVR

L.mexicana RKV & Gonseryadas
*E3 : Similares

1 N&o conservada

Figura 29 - Alinhamento multiplo da sequéncia da proteina ADF/Cofilina de L. infantum com
outras espécies da familia Trypasonomatidae.

Encontram-se sequéncias hipervariaveis na porcdo C-terminal de
ambas as proteinas mas o espaco amostral da regido difere de apenas um
aminoacido. O que pode gerar ligacédo inespecificas de anticorpos, podendo
ocorrer reacdo cruzada entre as espécies. No entanto, esta analise serve
como avaliacao linear das proteinas e sabe-se que epitopos distintos podem
ser posicionados com o dobramento das proteinas em sua conformacéo
funcional.

Um alinhamento de sequéncia das proteinas da familia ADF/cofilin foi
realizado utilizando T. brucei e verificou-se que compartilham 26%-53% de
identidade de sequéncia com outros homologos de ADF/cofilin. Além disso, o
alinhamento indicou alguns residuos conservados desta familia de proteinas
(110).

5.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia de polimerase para a amplificacdo dos genes foi

realizada com amostras de DNA gendmico conforme descrito no item 4.4
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Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). A amplificacdo foi obtida com
sucesso com o tamanho esperado para cada gene como mostra a figura 30.

Para a amplificacdo e clonagens bem-sucedidas foi essencial o
desenho dos primers. E isto exigiu uma andlise conjunta com os sitios de
restricdo para os vetores escolhidos, associados com a sequéncia génica das
proteinas, para se evitar cortes inespecificos e inesperados. Assim, verificou-
se no NEBCUTTER para o vetor pET 28a (+) que as enzimas Xhol, Hindlll,
Sall, EcoRI, BamHI, Ndel, Ncol, Xbal, Bglll ndo possuem sitios no gene
ADF/Cofilina e para o vetor pLESXYneo-2: Bglll, Ncoll, Slal, Sall, Xbal Nhel,
MspCl, Kpnl e Notl. Ja o gene da proteina Rab1-GTPase o resultado obtido
para a pesquisa de enzimas de restricédo e utilizagdo do vetor pET28a(+)TEV:
Xhol, Hindlll, Sall, EcoRI, BamHI, Ndel, Ncol, Xbal, Bglll e para o vetor
pLEXSYneo-2: Bglll, Ncol, Slal, Nhel, MspClI, Kpnl e Notl. Esta avaliacao,
somada ao interesse de subclonagem no pLEXSYneo-2 levou a escolha para
o desenho dos primers com os sitios de restricdes enziméticas para Ncol e
Kpnl.

A
10.000 pb

3.000 pb

1.000 pb

500 Eb|

250 pb
—

Figura 30 — Fotografia de eletroforese em gel de agarose 0,8% com resultados da PCR. A)
Primeira amplificacdo do DNA gendémico, posicéo 1) Ladder 1kb RTU marcador molecular; 2)
Amplificacdo do gene Rabl (603 pb) e na posicao 3) Amplificacdo do gene Cofilin-like (423
pb), posicdes.
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5.3 Ligacéo, transformacao e extracdo em plasmideo pGEM®-T Easy

Os amplicons obtidos na PCR foram entdo ligados no vetor de
clonagem pGEM®-T Easy conforme descrito no item 4.6, posteriormente
foram transformados em E. coli DH-5a termocompetentes. Apds o
crescimento bacteriano selecionou-se a coldnias brancas opalescentes, pois
a presenga do inserto inativa a [-galactosidase. As coldnias brancas
selecionadas foram cultivadas em meio LB liquido com 5uL de ampicilina
[50mg/mL], overnight. As culturas que apresentaram turvacdo foram
selecionadas para confirmacao do inserto por meio de PCR. E posteriormente
realizou extracao plasmidial, quantificagdo do DNA plasmidial e enviou para o

sequenciamento.

Figura 31- Transformag&o bacteriana com Escherichia coli DH5a. Col6nias Azuis indicam
presenca do plasmideo pGEM®-T Easy conferindo resisténcia ao antibiético de selecdo, no
entanto sem a presenca do inserto. E as colfnias em branco opalescente também resistentes
ao antibiético mas com a presenca do inserto génico.
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Figura 32 - Extragdo plamidial. Foto em amarelo demonstrando em gel de agarose 0,8% o
DNA plasmidial pPGEM®-T Easy + inserto do gene da proteina Rab1l-GTPase extraidos do
cultivo de bactérias transformadas. Segue posicdo no gel, identificacdo da amostra
RP(Rab+Plasmideo) CP (ADF/Cofilina + Plasmideo). 1) Marcador Molecular 100pb-3000bp
Kasvi; 2) RP01;3) RP02;4) RP 03 ;5) RP 04 ;6) RP 05; 7) RP 06 ; 8) RP 07 ; 9) RP 08;
10) RP 09; 11) RP 10; 12) RP 11 e 13 RP 12). Em preto e DNA plasmidial pPGEM®-T Easy +
inserto do gene da proteina ADF/Cofilina extraidos do cultivo de bactérias transformadas,
segue posicdo no gel, identificagdo da amostra e concentracdo DNA plasmidial
respectivamente . 1) Marcador Molecular 1Kb Kasvi; 2) CP 01; 3) CP 02; 4) CP 03; 5 CP 04;
6) CP 05; 7) CP 06; 8) CP 07;9) CP 08; 10) CP 09e 11) CP 10.

5.4 Sequenciamento

ApoOs a quantificacdo da extracdo plasmidial, as amostras foram
diluidas para uma concentracéo final de 300 ng para um volume de 5uL e para
0 sequenciamento utilizou-se o oligonucleotideo universal T7promoter. O
resultado do sequenciamento foi visualizado no programa Chromas 2.6.4. e a
sequéncia foram exportadas em formato FASTA para alinhamento da
sequéncia via nBlast. Observado nas figuras 33 e 34.

Foram enviadas 10 amostras de extracao plasmidial de cada gene para
0 sequenciamento totalizando 20 amostras. Para as amostras do gene Rabl-
GTPase somente duas apresentaram cromatogramas positivos e as duas
tiveram 99% de identidade quando submetida a analise no nBlast. Enquanto
que para a ADF/Cofilina as 10 amostras apresentaram desempenhos
positivos para 0 sequenciamento e desta 7 obtiveram 100% de identidade

guando submetidas ao alinhamento
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Para a proteina Rab 1-GTPase observou-se a troca de uma A
(Adenina) por uma G (Guanina) logo apés o sitio de iniciacdo ATG, esta
modificacdo gera uma mutacao de ponto, e consequentemente a troca do
aminoéacido de treonina para alanina. Este cédon foi inserido com o desenho
do primer forward para que a enzima de restricdo escolhida na posicéo 5’ a

Ncol tivesse o desempenho na posi¢cao desejada.

Leishmania infantum JPCM5 putative small GTP-binding protein Rab1 partial mMRNA
Sequence ID: XM_003392601.1 Length: 603 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 600 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1077 bits(1194) 0.0 599/600(29%) 0/600(0%) Plus/Plus
Query 52  ATGGCCGCTGAGTACGACTACCTCTTCAAGCTGCTGCTGATTGGCGACAGCGGCGTCGGT 111
Sojct 1 AMGALLOLTOAGTACGATACCTUTTCAGLTGCTGLTGATIGRLGAAGLGELSTLGST 60
Query 112 :A:ETCCTGCCTGCTCCTCCGCTTCGCCGATGACAGCTACACCGATAGCTACATCTCCACC 171
Soct 61 AMTCLIGLTGUTETULGUTCALBATAA AL ATAGHALAT AR 120
Query 172 ATTGGTGTCGACTTCAAGATTCGCACGCTGAACCTGGAAAGCAAGGTAATCAAGCTGCAG 231
Sodct 121 ATHOGTGKOACHAMATTCAAK TOALCTGAAMBARGHAEAMLIAS 150
Query 232 ATTTGGGATACCGCCGGCCAGGAGCGCTTCCGCACCATCACGAGTAGCTACTACCGTGGT 291
Sojct 181 ATTIGGATACSLLGEACGALSLITLLALAT AL ATARTALIALLG TGS 220
Query 292 GCCCACGGCATCATCATAGTGTATGACACGACCGACAT GGAGAG TTCAACAACGTCAAG 351
Soct 201 GUUACGUATARATAGTTAGALALGALLGAATGGAGACHHHAMUAMGIEAS 300
Query 352 ACGTGGCTGAGCGAAATCGAAAAGTACGCAAGTGAGAA AAGATCCTCGTCGGC 411
oier se1 MRS T T e
Query 412 AACAAGTGCGATTTGGTCACAAAGAAGGCCGTCGATACGCAGATGGCGAAAGACTTTGCC 471
Sojct 361 AMCAMTOLGATTIGTALMAGMEGISTEGATACAG LML 220
Query 472 GACTCCCTTGGCATCCCGTTCCTTGAAACGAGCGCCAAGAACTCCACAAACGTCGAGGAA 531
Soct 421 GALELLITOMATCLLGTICTHOAMEGALGLAMGAATCALAMEGTLGAGGM.  eso0
Query 532 GCCTTCATTCAAATGGCATCTGGAATCAAGGCGCGCCTGGCTGTGAGTGGTGAGGTCAAA 591
Soct 281 GULITOATTAMMGATCT AN LIAGLISTEACTSCTAASILAM. 540
Query 592 TCTGCGTCCCGTCCCAACCTGCAGAACCCCCCAACGGTGAAGAAGGAAGACAGCTGCTGC 651
Sojct 541 TLIGCOIALLOTELAMIGAGAM L AM G TAAMCMGEMBALAGLTEIEL  co0

Primer Forward

—» Start cédon o=

50 60
— i N NN EEEN e - wess=-slEEEEER
ForwardPltlmer 'CCA‘IGGCCGCTGAGIACGACIACCICIIl
— Reverse Primer

Primer Reverse
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Figura 33 - Alinhamento do sequenciamento da proteina Rabl-GTPase com a sequéncia
génica do RNAm da Leishmania infantum JPMC5 do banco de dados NCBI (Nucleotide Blast)
A seta em azul indica o Start cddon , trinca de nucleotideo que sinaliza o lugar onde se inicia
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a traducdo. Em verde a regido alvo onde houve o reconhecimento do primer forward e por
Gltimo em vermelho regido de reconhecimento para o primer reverse.

Leishmania infantum JPCMS5 ADF/Cofilin partial mRNA
Sequence ID: XM_001466535.1 Length: 420 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 417 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
753 bits(834) 0.0 417/417(100%) 0/417(0%) Plus/Plus
Query 47  ATGGCGATATCTGGTGTTACGCTCGAGGAAAACGTCCGCGGCGCGATCGATGATCTGCGC 106

. lIIIIIIIIIIIIlIIl|Il||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 1 ATGGCGATATCTGGTGTTACGCTCGAGGAAAACGTCCGCGGCGCGATCGATGATCTGCGC 60
Query 187 ATGAAGAAGAGCCGCTACGTCATGATGTGTATCGGTGCGGACGGAAAGAAGATTGAGGTG 166

. IIIIIIIIIIIlIlIIIIIlIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 61 TGAAGAAGAGCCGCTACGTCATGATGTGTATCGGTGCGGACGGAAAGAAGATTGAGGTG 120
Query 167 ACAGAGGTTGGTGAGCGCAGCGTGAATTACACCGATTTGAAGAAAAAGTTCTCGACGGAG 226

X IIIIIIIIIIIIIIIIl||I||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|||||||||||||l|
Sbjct 121 ACAGAGGTTGGTGAGCGCAGCGTGAATTACACCGA AAGAAAAAGTTCTCGACGGAG 180

Query 227 AAGCCGTGCTACGTGGCCTT TGAGTATAACGACGCTGGGTCGAAGCGCGAG 286

GACTT
; CELLLELTELEEELELETL] IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 181 AAGCCGTGCTACGTGGCCTTCGACTTTGAGTATAACGACGCTGGGTCGAAGCGCGAGAAG 240

C
|
C
Query 287 CTTATCCTCATTCAATGG ? CACTGCGAGGCCGCGCGAAAAGATGATGTACAGC 346
C
C

. ANARRRRRRANRNRRNaNy III CLLLELULELETELELELTTLT LT
Sbjct 241 CTTATCCTCATTCAATGGATCCCAGACACTGCGAGGCCGCGCGAAAAGATGATGTACAGC 300
T
I

Query 347 GCGAGTCGAGATGCTCTGAG TCGGAGGGCTACCTCCCCATCCAGGCGAACGAT 406

: CECLLLLLLLELELELLLL ]
Sbjct 301 GCGAGTCGAGATGCTCTGAGCT

[1]
TGT
Query 407 GAATCCGGGTTGGATGCCGAAGAAAT ? CC

: CLLLLELTTLELELLLEEELLLT ] II IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIl
Sbjct 361 TCCGGGTTGGATG AAGGTAAGGCTCCATCGTAGCGTG 417

COLLLELULELELETELELEETELELLtLTl ]
GAGGGCTACCTCCCCATCCAGGCGAACGAT 360

I
CAGAS
C
I
C CG

T ?CAAGGTAAGGCTCCATCGTAGCGTG 463

CGT
|1
G

G
|
G
C
|

50 60 70
— Start codon Bucu B HEN e N ENNEEN = NEENE

A A A
Forward Primer ECATGGCGATATCTGGIGITACGCTICG

= Reverse Primer
CCATGG = Ncol 450 460

EEEEEENEEEEEEENEER .|.|IiIII'I'I|.II
GGTACC = Kpnl TAAGGCTCCATICGTAGCGTI|E GTACC

Figura 34 - Alinhamento do sequenciamento da proteina ADF/Cofilina com a sequéncia
génica do RNAm da Leishmania infantum JPMC5 do banco de dados NCBI (Nucleotide Blast)
A seta em azul indica o Start, trinca de nucleotideos que sinaliza o lugar onde se inicia a
traducdo. Em verde a regido alvo onde houve o reconhecimento do primer forward por altimo
em vermelho regido de reconhecimento para o primer reverse.
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5.5 Sub-clonagem de inserto em pLEXSY-neo 2

Com o sequenciamento, os plasmideos com os insertos génicos que
apresentaram a melhor identidade foram selecionados e digeridos com as
enzimas de restricdo Ncol e Kpnl, e apds corrida em gel de agarose 1%, estes
foram purificados com o kit da MACHEREY-NAGEL conforme orientacéo do
fabricante. Na figura 35 podemos observar na altura de 3.000 pb o plasmideo
digerido (3.015 pb) e na altura de 500 pb os insertos digeridos (423 pb para
ADF/Cofilina) e (603 pb para Rabl1-GTPase) e os insertos purificados foram
quantificados: ADF/Cofilina (18,6 ng/uL) e RabGTPase (13,1 ng/uL).

O plasmideo alvo para subclonagem, pLEXSY-neo2, também foi
digerido para apresentar extremidades coesiva compativeis, para a ligacao
dos respectivos insertos, ocasionando consequentemente na liberacao de um
stuffer de aproximadamente 1Kb conforme a figura 34, O plasmideo aberto
com o tamanho aproximado de 8 Kpb foi purificado do gel de agarose e
quantificado apresentando uma concentragéo de 32 ng//pL.

A quantificacdo é importante passo para relacao da ligacdo sendo uma
razdo de 1:3 entre vetor e inserto. A ligacéo foi realizada de acordo com a
tabela 4, no entanto, substitiui-se o tampao 2x por 10x devido a quantidade
de DNA plasmidial inferior a 50 ng.
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Figura 35 - Digestdo plasmidial com enzimas de restricdo Ncol e Kpnl. A) digestdo do
plasmideo pLesxy — neo 2 para ligacdo com os insertos clonados. 1) Digestdo plasmidial
pLESXY — neo 2 e 2) Marcador Molecular 1k Ludwig. B) Digestao plasmidial para retirada do
inserto do vetor pGEM 1) Marcador molecular 1Kb DNA ladder RTU Kasvi; 2) Controle
Negativo; 3) Digestdo Plasmidial pGem+Rabl GPTase; 4) Digestdo plasmidial
pGem+ADF/Cofilina.

ApoOs a ligacao, os plasmideos foram transformados em Escherichia
coli TOP 10 para subclonagem génica. As colonias foram selecionadas por
resisténcia a ampicilina devido o marcador neo-2, devidamente explicado em
material e métodos, e cultivadas para extracao plasmidial, apés confirmacao
dos insertos por PCR. Com a extracdo plasmidial, estes foram entéo
digeridos, s6 que agora com as enzimas Ncol e Notl, pois o sitio de restricdo
no plasmideo pLEXSY estéa logo apés o stop codon carreando junto ao inserto
a cauda de histidina H6, como explicado anteriormente. Os procedimentos de
purificacdo e quantificacdo foram repetidos como na digestdo anterior com a
concentracdo de: ADF/Cofilina 15,3 ng/pL; Rabl-GTPase 18,1 ng/uL e o
plasmideo pET28(a)+ que foi aberto com as mesmas enzimas 30,1 ng/uL.

Repetiu-se a mesma etapa de ligacdo como descrito acima, para a
ligacdo dos insertos ao vetor de expressao pET28(a)+, que primeiramente foi

transformado em Escherichia coli TOP10 e extraido para estoque plasmidial.
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5.6 Expressao heterdloga em E.coli Rosetta

Com o estoque plasmidial dos genes em pET28(a)+, realizou-se enfim
a transformacéo destes em E.coli Rosetta BL21(DE3)pLYsS™. As colbnias
foram selecionadas e confirmado a presenca do inserto por PCR, novamente,
cultivadas em meio liquido, e entdo foram submetidas a inducao da expresséo
das respectivas proteinas.

Com 1 hora apés a inducao das proteinas podemos detectar em gel a
expressao positiva de ambas as proteinas nos pocos identificados como 7 nas

imagens de SDS-PAGE, logo abaixo nas figuras 36 e 37.

~ 25 kDa

Figura 36 - Gel SDS-PAGE 1 mm a 12% de acrilamida com amostras de colbnias E.coli
Rosetta BL21(DE3)pLYsSS™ com vetor de expressao pET28(a)+ com o gene Rabl-GTPase.
1) Controle Negativo 0 h ; 2) Controle Negativo apds 1 h de inducédo; 3) Controle Negativo
apos 2h de inducao; 4) Controle negativo apds 3; 5) Controle Negativo apés 4 horas de
inducdo; 6) Cultura antes da inducdo; 7) Cultura 1h apds inducgdo; 8) Cultura 2h apés a
inducéo; 9) Cultura 3h apds a inducéo e 10) Cultura 4h apos inducéo.
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~ 17 kDa

Figura 37 - Gel SDS-PAGE 1 mm a 12% de acrilamida com amostras de coldnias E. coli
Rosetta BL21(DE3)pLYsS™ com vetor de expressao pET28(a)+ com o gene ADF/Cofilina. 1)
Controle Negativo 0 h ; 2) Controle Negativo apds 1 h de indugéo; 3) Controle Negativo apos
2h de inducéo; 4) Controle negativo apés 3; 5) Controle Negativo apés 4 horas de indugéo;
6) Cultura antes da inducéo; 7) Cultura 1h apés inducédo; 8) Cultura 2h apos a inducao; 9)
Cultura 3h apés a inducéo e 10) Cultura 4h apés indugéo

5.7 Solubilidade e purificacdo das proteinas Rab1-GTPase e
ADF/Cofilina

Prontamente, avaliou-se a solubilidade das proteinas, estas foram
sonicadas em tampéo PBS com e sem uréia onde percebe-se que elas estao
mais abundantes em meio aquoso sem uréia conforme a figura 38.

A existéncia de uma relacéo entre os niveis de expressdo do mRNA e
a solubilidade proteica estdo diretamente relacionadas. Foi observado que
proteinas recombinantes tendem a formar agregados amiloides. Sabendo
desta relacdo entre o nivel de expressao e a solubilidade proteica e que a
formacao de agregados muda a conformacéao da proteina é essencial o teste
de solubilidade (144).
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Figura 38 - Determinacdo da solubilidade proteica das proteinas Rabl-GTPase e
ADF/Cofilina. Gel SDS/PAGE 1 mm 12% de acrilamida, Os pellets das culturas foram
sonicadas em tampao PBS com e sem Ureia. 1) Controle Negativo (PBS); 2) Proteina Rab 1
-GTPase (PBS); 3 Proteina ADF/Cofilina (PBS); 4) Controle Negativo (PBS+Uréia); 5)
Proteina Rab 1 -GTPase (PBS+Uréia); 6) Proteina ADF/Cofilina (PBS+Uréia).

Apés a determinacdo do tempo de expressdo e a solubilidade das
proteinas, volumes maiores de culturas foram induzidas para a purificacdo

proteica por interacdo dos residuos de histidina com a matriz Ni-NTA

(Quiagen).

kDa

~260

Figura 39 - Purificacdo Proteina ADF/Cofilina por cromatografia coluna de afinidade. 1)
Amostra sonicada em tampédo PBS prévia antes da etapa de purificacdo; 2) Filtrado do extrato
proteico; 3) Primeira lavagem; 4) Segunda Lavagem 5) Primeira Eluicdo; 6) Segunda Eluicéo.
7) Pellet Cultura sem sonicacédo e 8) Marcador molecular Novex sharp pre stained protein
standard. Gel SDS/PAGE 12% acrilamida. 1 mm.
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Figura 40- Purificacdo Proteina Rab1-GTPase por cromatografia em coluna de afinidade. 1)
Amostra sonicada em tampéao PBS prévia antes da etapa de purificacao; 2) Filtrado do extrato
proteico; 3) Primeira lavagem; 4) Segunda Lavagem 5) Primeira Eluicdo; 6) Segunda Eluicao.
7) Terceira eluigdo. Gel SDS/PAGE 12% acrilamida. 1 mm.

Podemos observar uma excelente purificacdo para a proteina
ADF/Cofilina, quase ndo houve perda de proteinas nas etapas de lavagem e
duas eluicdbes foram suficientes para a coletada da proteina com
pouquissimas impurezas. Enquanto que para a proteina Rabl-GTPase,
houve muita perda proteina, principalmente nas etapas de lavagem. E para
uma melhor eluicdo foram necessarias 3 etapas de eluicdo e estas

apresentaram mais residuos em relacao a primeira, ver figuras 39 e 40.
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5.8 Western blotting e ELISA

Amostras obtidas na etapa de purificacdo foram submetidas a SDS-
PAGE, e com o términio da separacdo eletroforética, realizou-se a
transferéncia das proteinas para a membrana de nitrocelulose de 0,45 pm.

Esta técnica confirmou que as bandas intensas observadas na figura
sdo das proteinas recombinantes Rabl-GTPase e ADF/Cofilina, pois
anticorpos fizeram o reconhecimento da cauda de anti-histidinas nas

proteinas, ver figura 41.

. ADF/Cofilina

Figura 41 - Western Blotting das proteinas recombinantes purificadas em resina de niquel,
sondadas com anticorpo primario IgG de camundongo anti-HISTag e anticorpo secundario
IgG-AP de cabra anti IgG de camundongo. A revelacdo das bandas foi realizada por reacéo
enzimatica da enzima fostatase alcalina (AP) conjugada aos anticorpos secundarios de cabra.

O diagnéstico da Leishmaniose Visceral canina pode ser feito pela
deteccdo de anticorpos séricos especificos (IgG) utilizando-se técnicas
sorolégicas quantitativas como o IFAT e o ELISA. Altos niveis de anticorpos
estdo associados com alto parasitismo e progressdo da doenga (145).
Entretanto, alguns cédes permanecem soro negativos por periodos variaveis
apos serem infectados com Leishmania (146).

Os métodos soroldgicos como IFAT, ELISA e testes rapidos estéo entre
as técnicas diagnosticas mais comumente empregadas em estudos clinicos e
de pesquisa sobre infecgéo por L. infantum (57,61). Tanto para IFAT quanto

para ELISA, a quantificacdo usando o titulo de anticorpos ou a densidade
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Optica permite a classificacdo dos niveis de anticorpos contra o0 antigeno de
L. infantum. A técnica ELISA permite o uso de diferentes tipos de antigenos.
Estes antigenos podem ser classificados em quatro grupos de acordo com
sua natureza: extratos inteiros ou solluveis de promastigotas, extratos inteiros
ou soluveis de amastigotas, proteinas recombinantes e proteinas purificadas.
A sensibilidade e especificidade da técnica ELISA varia de acordo com o
antigeno utilizado (61,147).

As amostras purificadas obtidas na primeira e segunda eluicdo foram
dosadas EL1 Rab: 3,533 mg/mL; EL2 Rab: 0,755 mg/L; EL1 Cof: 1,137 mg/mL
e EL2 Cof: 0,753 mg/mL. Logo apds, realizou-se calculo da diluicdo para
realizacdo do ensaio de ELISA, cujas placas foram sensibilizadas com 100 uL
por poco com solucdo contendo 5 pg/mL de proteina purificada. O teste foi em
quadruplicata e a leitura foi realizada na absorbancia 490 nm. Os dados foram
avaliados no GraphPad Prism v. 6 e obtivemos o0s seguintes resultados

apresentados na figura 42
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Figura 42 - Avaliagcdo da antigenicidade das proteinas heterélogas Rabl-GTPase e
ADF/Cofilina em diferentes diluicdes de soros de caes, por meio do teste soroldgico ELISA.
P <0.05 (*); P <0.01(**) a e P < 0.001(***).

A proteina Rab1-GTPase, pela signficancia estatistica demonstrou ser
mais imunogénica que a proteina ADF/Cofilina, mas esta demonstrou-se mais
sensivel em diferentes diluicdes. Nenhuma das proteinas demonstrou
sensibilidade na diluicdo 1:1000.

Pesquisa mostraram que a proteina Rab 1 GTPase da L. major foi

capaz de induzr niveis significativos de IFN-y em individuos com a infeccéo
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por L. major ou L. infantum, o que nos sugere como possibilidade novas
pesquisas quanto a imunogenicidade desta proteina (107).

Em um outro estudo a proteina Rab-2 do Angiostrongylus cantonensis
induziu em células esplénicas de camundongos in vitro a expressao da
citocina IFN-y (148)

Estudos anteriores adotaram estratégias semelhantes para avaliar
antigenos recombinantes como potencial marcador de diagnéstico (62,68). As
proteinas recombinantes tém demonstrado uma maior sensibilidade e
especificidade quando comparadas ao ensaios com extratos solUveis totais
de Leismania (68,71).

Temos o antigeno recombinate proveniente de uma proteina clonada
de L. chagasi (sin. Infantum) chamada rK39 que foi relatada como altamente
reativa em soro de cdes e de humanos em ELISA. Este antigeno apresentou
uma sensibilidade de 98% e uma especificidade de 89%. Verificou-se que os
titulos de anticorpos anti-rk39 foi 59 vezes maior que para antigeno soluvel
TSA (149,150) .

Todavia, a escolha de um marcador para diagndéstico sorologico que
apresente uma maior sensibilidade, deve ainda esta associada a reducao de
possiveis rea¢des cruzadas com outras espécies (151).

Os resultados preliminares das proteinas alvo estudadas
demonstraram que a Rabl-GTPase e a ADF/Cofilina conseguem distinguir
cées infectados de cdes ndo-infectados. No entanto, ha variagdes quanto ao
antigeno, ou seja, a Rabl1-GTPase apresentou-se mais imunogénica onde
observamos um p<0,001 na diluicdo 1:250 e quanto a sensibilidade na
deteccdo em soros diluidos, pois a ADF/Cofilina apresentou-se mais sensivel
em diferentes concentracdes séricas onde obtivemos p value 0,01 para trés
diluigbes 1:125, 1:250 e 1:500. O cut — off foi de 0,81, assim com base nestes
critérios as amostras sdo classificadas da seguinte forma: resultado nao-
reagente: amostra< “cut-off’ e reagente: amostra = “cut- off”.

Estes resultados prévios validam a hipétese de uso deste antigeno
como um potecial marcador diagnéstico. Entretanto, se faz necessario alguns

ajustes como aumentar o numero de amostras (n) a serem avaliadas;
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padronizar melhor a técnica em relacdo as concentracfes e razfes entre 0s
reagentes; avaliar a possibilidade de um ensaio combinado como os testes
ELISA de 42 geracdo, que sédo capazes de detectar simultaneamente a
presenca de mais de um antigeno ou de antigenos e anticorpos em um mesmo
ensaio, ou em uma mesma amostra, aumentando a sensibilidade e
especificidade.

Avaliar a reatividade das proteinas em soros de animais infectados com
outras espécies de tripanossomatideos e outras espécies de microrganismos
patogénicos de caes para determinar a especificidade do teste, e os valores

preditivos negativos e positivos.
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Selecionamos duas proteinas envolvidas com vias de secrecao nao-
classicas a partir de dados proteémicos (102) que foram submetidas a
andlises in silico onde identificamos regides conservadas por homologia das
sequéncias proteicas e caracterizamos algumas de suas propriedades. Com
sucesso clonamos e expressamos em sistema procariotico ambas as
proteinas. A purificacdo das proteinas recombinantes permitiu testa-las
quanto a capacidade de serem reconhecidas por soros de cées infectados
com LVC por meio do ELISA. Todavia, faz-se necessario aumentar o nimero
de amostras e realizar novos testes que possibilitem determinar a sua
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo.

Uma melhor padronizagao, controle e monitoramento sobre os grupos
negativos e positivos podem reduzir variaveis e nos levar a uma concluséo
mais assertiva. As proteinas poderdo, ainda, serem testadas em novos
ensaios, como a avaliacdo da imunidade celular in vitro, verificar a
antigenicidade em soros de humanos infectados, estuda-las como potencial
alvo terapéutico por inibicdo da atividade, visto que as proteinas excercem
atividades fundamentais no protozoario e no processo de interacdo parasito-

hospedeiros
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