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RESUMO

DOUTORADO EM BIOLOGIA MOLECULAR E CELULAR
Carlos Andrés Rodriguez Vega

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) causada por Leishmania (Viannia) braziliensis
€ caracterizada por um espectro de formas clinicas que abrange desde lesbGes cutaneas
simples e autorresolutivas, até multiplas lesbes que envolvem a disseminacdo do parasito,
com comprometimento da mucosa orofaringea. O papel do parasito no desenvolvimento das
diferentes formas clinicas da LTA e, especificamente, no processo de disseminagdo
metastatica, ainda ndo esta esclarecido, mas acredita-se que caracteristicas intrinsecas de
algumas cepas podem modular o desfecho clinico. Em espécies do género Leishmania, a
sobrevivéncia nos hospedeiros vertebrado e invertebrado envolve intrincados mecanismos
de transporte e secrecdo de moléculas. Algumas das proteinas secretadas por esses
parasitos estdo implicadas na resisténcia a lise pelo complemento, na resisténcia a
quimioterdpicos e na invasao e lise da célula hospedeira. Entretanto, os mecanismos de
liberacdo e a real fungdo da maioria das moléculas secretadas por este parasito ainda sado
desconhecidos. O presente estudo visou a caracterizagdo, em larga escala, de proteinas
secretadas por cepas de L. (V.) braziliensis associadas a duas formas clinicas polares da
LTA: uma associada a forma simples autorresolutiva da doenca e outra associada a forma
disseminada, com a finalidade de identificar moléculas potencialmente envolvidas na
disseminacdo do parasito. A identificacdo global das proteinas foi feita usando uma
abordagem protedmica quantitativa, por espectrometria de massas. Os secretomas de cada
cepa foram obtidos, digeridos enzimaticamente e os peptideos foram derivatizados usando
reagentes de marcacao isotopica. Os peptideos marcados de cada cepa foram misturados e
analisados por espectrometria de massas. Os resultados incluiram a identificacdo de um
total de 252 proteinas a partir de 1,176 peptideos identificados. Das 252 proteinas
identificadas, 26 foram diferencialmente abundantes, 13 “up-regulated” e 13 “down-
regulated” na cepa disseminada em comparacdo com a cepa cutanea (fold change =2 1,5 e
p<0,05). Estes resultados mostram que € viavel identificar proteinas diferencialmente
secretadas pelos parasitos usando a abordagem metodolégica selecionada. A identidade e
funcdo das proteinas identificadas forneceram importantes informacdes sobre (i) os
mecanismos de secrec¢do de proteinas nestes organismos, (ii) a relacdo parasito-hospedeiro
nos primeiros momentos da infeccdo, e (iii) proteinas potencialmente associadas a
disseminacdo do parasito e/ou com as distintas formas clinicas da LTA. Adicionalmente,
ensaios de infeccédo in vitro de macrofagos peritoneais de camundongo pré-estimulados ou
ndo com secrec¢do de L. (V.) braziliensis demonstraram que macréfagos pré-tratados com o
secretoma apresentaram um namero maior de amastigotas por célula do que os macréfagos
nao tratados, sugerindo que as proteinas presentes na secrecdo de promastigotas tornam
0s macrofagos mais susceptiveis a infec¢do in vitro, permitindo uma maior proliferagdo do
parasito. Além disso, andlise de citocinas pro-inflamatorias secretadas por macréfagos pré-
estimulados com secrecdo e submetidos a infecgdo com promastigotas de L. (V.)
braziliensis, demostraram que as proteinas secretadas por cada cepa sao capazes de
modular diferencialmente a secrec¢do de citocinas que favorecem um perfil pro-inflamatério
na cepa cutdnea, mas ndo na cepa disseminada, evidenciando o papel fundamental que tém
as proteinas secretadas pelo parasito na ativacdo do macrdfago frente a infeccdo com
Leishmania.

vii



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

COMPARATIVE ANALYSIS OF THE SECRETOME OF Leishmania (Viannia) braziliensis
STRAINS ISOLATED FROM PATIENTS WITH CUTANEOUS OR DISSEMINATED
MANIFESTATION OF AMERICAN TEGUMENTARY LEISHMANIASIS AND EFFECTS OF
THE SECRETION ON THE IN VITRO INFECTION OF MACROPHAGES

ABSTRACT

PHD THESIS IN MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY

Carlos Andrés Rodriguez Vega
The American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) caused by Leishmania (V.) braziliensis is
characterized by a spectrum of clinical forms that range from localized self-healing lesions to
multiple lesions involving metastatic dissemination of the parasites compromising naso-
oropharyngeal mucosa. The parasite’s role in the development of ATL clinical forms,
specifically in the dissemination process is not yet clear, but it is suggested that intrinsic
characteristics of some strains may modulate the clinical outcome. The survival of
Leishmania spp. in the vertebrate and invertebrate hosts involves intricate mechanisms of
transport and secretion of molecules. Some proteins secreted by these parasites are
involved in the resistance to lysis by complement, drug resistance, invasion or lysis of the
host cell. However, the mechanisms of protein release and the function of most of the
secreted molecules remain unknown. This study aimed the identification and characterization
of proteins secreted by L. (V.) braziliensis strains associated with two polar clinical forms of
ATL: one associated with localized cutaneous self-healing leishmaniasis and other
associated with a disseminated form of the disease, with multiple lesions and refractary to
treatment, with the purpose of identifying molecules potentially involved in parasites
dissemination. Global protein identification was performed using a quantitative mass
spectrometry-based proteomic approach. Secretomes from each strain were collected,
enzymatically digested, and peptides were derivatized using isotopic labeling reagents.
Labeled peptides from each strain were mixed and further analyzed by mass spectrometry. A
total of 252 proteins were identified from 1,176 peptides. Among 252 protein identified, 26
were differentially abundant between the strains: 13 were up-regulated and 13 down-
regulated in the disseminated strain compared to the cutaneuos strain (fold change = 1.5 and
p <0.05). These results show that it is feasible, through the methodological approach used
here, to identify proteins differentially secreted by the parasites. The identication and
functional assignment of secreted proteins shed light on (i) the protein secretion mechanisms
in these parasites; (ii) the host-parasite relationship in the early stages of infection, and (iii)
proteins potentially related to parasite dissemination and/or to different clinical forms of ATL.
Furthermore, in vitro infection of mouse peritoneal macrophages pre-stimulated or not with
secretion of each L. (V.) braziliensis strain demonstrated that pre-treated macrophages
exhibited higher number of amastigotes per cell, as well as a higher number of infected cells,
than untreated macrophages, suggesting that molecules secreted by parasites made
macrophages more susceptible to infection, allowing a greater proliferation of the parasite.
Analysis of pro-inflammatory cytokines secreted by pre-stimulated or non-stimulated
macrophages infected with each L. (V.) braziliensis strain demonstrated that proteins
secreted by each strain are able to differentially modulate the pattern of cytokines secreted
by macrophages, favoring a pro-inflammatory profile in the cells infected with the localized
cutaneous strain, but not in those infected with the disseminated strain. These results
highlight the key role of parasites’ secreted proteins in the activation of macrophages in
response to Leishmania infection.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leishmania spp.

Os protozoarios parasitos do género Leishmania (Ross, 1903) sdo eucariotos
da ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae, a qual também pertencem
parasitos do género Trypanosoma (Trypanosoma brucei e Trypanosoma cruzi) e
parasitas  monoxénicos como  Crithidia, Leptomonas, Herpetomonas
Angomonas, Strigomonas e Blastocrithidia. O género Leishmania agrupa cerca de
30 espécies diferentes, das quais pelo menos 20 sdo patogénicas para humanos.
Embora a classificacdo de algumas espécies ainda seja controversa (1, 2), a divisao
do género em dois subgéneros, Leishmania (Leishmania) e Leishmania (Viannia),
proposta por Lainson e Shaw em 1987 (3), com base no desenvolvimento do
parasito no inseto vetor, € amplamente aceita e tem sido corroborada por posteriores
estudos moleculares. O género também inclui o subgénero Sauroleishmania, que
agrupa espécies nao patogénicas para humanos (4). As espécies do subgénero L.
(Leishmania) sdo encontradas no Velho e Novo Mundo ao passo que as espécies do
subgénero L. (Viannia) sdo encontradas exclusivamente no Novo Mundo. Os
parasitos do género Leishmania sdo os agentes etiologicos da leishmaniose, termo
gue abrange um conjunto de doencas que podem se apresentar sob um espectro de
formas clinicas: assintomaticas, lesdes cutaneas simples, lesées disseminadas, com
comprometimento da mucosa orofaringea, até a visceralizagdo que resulta fatal,
caso nao seja tratada. Estas formas clinicas dependem da espécie de Leishmania
envolvida na infec¢do, da resposta imune e do “background” genético do hospedeiro
(5, 6).

1.2 Ciclo de vida de Leishmania spp.

O ciclo de vida de Leishmania € digenético, desenvolvendo-se em
hospedeiros vertebrados e insetos vetores sob duas formas; uma denominada
amastigota que é a forma intracelular ndo movel, sem flagelo aparente e outra
extracelular flagelada chamada promastigota, respectivamente. Os insetos vetores
transmitem ao hospedeiro mamifero as formas extracelulares infectivas chamadas

promastigotas metaciclicas, as quais séo fagocitadas por células mononucleares do
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hospedeiro migratorias e residentes tais como neutrofilos, macrofagos, células
dendriticas e queratinocitos. Contudo, a fagocitose € “dirigida”, pois os parasitos sao
captados principalmente através do receptor da molécula do complemento C3b.
Outros receptores reportados como mediadores da internalizacdo de Leishmania
sdo o receptor primeiro de complemento (CR1), o receptor de manosse (MR), 0s
receptores gamma Fc (FcyRs) e os receptores de fibronectina (FnRs) (7-12). Dentro
dessas células, a Leishmania tem a capacidade de evadir o poder microbicida do
fagolissossoma, formado pela fusdo do fagossomo com os lisossomos (13, 14). Nos
fagolissossomos, os promastigotas se diferenciam na forma intracelular amastigota,
gue posteriormente se multiplica, aumentando consideravelmente a carga parasitaria
e induzindo a morte celular. As amastigotas sdo liberadas no espaco extracelular
onde macrofagos vizinhos ndo infectados fagocitam as amastigotas livres, fazendo
com que a infeccdo se propague, aumentando o numero de células infectadas e
favorecendo a patologia associada a forte resposta inflamatoria e consequente dano
tecidual (15). O ciclo de vida do parasito continua quando insetos vetores né&o
infectados sugam o sangue contendo macréfagos infectados e/ou amastigotas. Ja
dentro do intestino do inseto, o parasito sofre novamente a transformacéo para a
forma extracelular multiplicativa, chamada promastigota prociclica, a qual sofre
posteriores transformacfes até chegar a forma infectiva metaciclica néo replicativa
gue é transmitida para um novo hospedeiro, dando continuidade assim ao ciclo
(Figura 1.1) (13, 16). A metaciclogénese é o0 processo de desenvolvimento que
experimentam o0s parasitos naturalmente no trato digestivo do inseto vetor e que
compreende a transformacdo de promastigotas prociclicas para promastigotas
metaciclinas altamente infectivas. Este processo € complexo e envolve mudancas
na expressao génica, moléculas de superficie e na morfologia (17). Em geral, as
formas prociclicas exibem corpo grande e flagelo curto, enquanto as formas
infectivas metaciclicas exibem corpo curto e flagelo comprido, que normalmente
chega a ser duas vezes o comprimento do corpo (18).

Dependendo da espécie infectante, durante o processo de invasdo e
multiplicacdo, existe a possibilidade de migracdo dos parasitos das células
infectadas para outras partes do corpo, distantes do sitio de infeccéo inicial, o que é
conhecido como metastase, levando ao desenvolvimento de lesbes em novas
regides do corpo e complicando ainda mais o controle da infec¢cdo por parte do

hospedeiro (19).
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Inseto vetor inocula
promastigotas metaciclicas
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Hromastigotas pro-ciclicas se /
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Figura 1.1. Ciclo biolégico de Leishmania spp. Adaptado de National Institute of Allergy and
Infectious Disease (NIAID), http://www.niaid.nih.gov/topics/leishmaniasis/pages/lifecycle.aspx (15
dezembro 2015).

Durante a invasdo, o parasito utiliza o flagelo para a mobilidade e interacdo
inicial com as células do hospedeiro; este processo envolve também a liberacao de
moléculas necessérias para as primeiras etapas de infeccdo (20, 21). O flagelo no
hospedeiro invertebrado tem sido descrito como o facilitador de motilidade e fixador
do parasito dentro do intestino dos flebotomineos, sendo importante para
transmissao do parasito via insetos vetores (21). No caso do hospedeiro vertebrado,
tem sido observado que macréfagos ndo fagocitam promastigotas com motilidade
inibida, indicando que o flagelo desenvolve um papel importante no processo inicial
de infeccdo em macréfagos (20).

Estudos sobre a interacdo entre neutréfilos e L. (L.) major tém revelado
importantes aspectos sobre o papel destas células nas primeiras etapas de infeccéo
(22). Foi observado que promastigotas de Leishmania sao rapidamente fagocitados
por neutréfilos e que os parasitos sdo capazes de sobreviver dentro destas células
(23). Também foi descrito que os neutrofilos infectados apresentam um fenotipo
apoptotico que induz (i) o recrutamento de macréfagos para o local da infeccéo e (ii)
sua fagocitose por parte desses macrofagos (22, 24). Assim, estes estudos
propuseram que 0s neutrdfilos serviiam como “cavalos de Troia” que podem
favorecer a sobrevivéncia das promastigotas nas primeiras etapas de infeccéo e sua
entrada “silenciosa”, sem ativacdo do arsenal microbicida, do macrofago (24). De

hY

fato, devido a rapida infiltracdo de neutréfilos no local da picada, estas células
seriam as primeiras a serem infectadas pelo parasito; logo depois, estes neutréfilos
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infectados ou parasitos livres sao fagocitados por macréfagos e/ou células
dendriticas, que podem migrar para outros locais, iniciando o perigoso caminho para
a disseminacao (24-26).

1.3 Bioquimica da diferenciacéo

O processo de diferenciagdo da forma promastigota para amastigota descrito
anteriormente é provocado, principalmente, pelo aumento da temperatura e
diminuicdo do pH que o parasito experimenta no fagolissossomo. Este processo &
acompanhado por mudancas metabdlicas, principalmente, na fonte de energia
usada pelos parasitos para sua proliferagcdo e desenvolvimento. Em amastigotas
observa-se uma diminuicdo no uso de glicose e aminoacidos como fonte de energia
€ um aumento no consumo de outras hexoses e acidos graxos para produzir 0s
substratos necessarios para a producdo de glutamato, essencial para a
sobrevivéncia da amastigota (20). Além das mudancas nos fatores externos, como
temperatura e pH, foi demonstrado que elementos, tais como o ferro, tém um papel
na diferenciacdo dos parasitos. Contudo, o ferro em sua forma soltvel ion Fe(ll)
pode reagir com oxigénio ou nitrogénio para formar espécies reativas de oxigénio
(ROS) ou de nitrogénio (RNS), através da reacao de Fenton, que resultam toxicas
para o parasito (27). No entanto, a formagdo de ROS (particularmente, peroxido de
hidrogénio), pela captacédo de ferro, favorece a diferenciacdo do parasito, indicando
gue um delicado equilibrio entre producdo e desintoxicacdo de radicais livres é
necessario para o processo de diferenciacao (27, 28). O ferro € entdo fundamental
tanto para a diferenciacdo e replicacdo intracelular do parasito, como para a
resposta do hospedeiro (27). Nas células do hospedeiro, em particular nos
macrofagos, o ferro esta envolvido na polarizacdo da resposta imune: em doencas
cronicas e auto-imunes, caracterizadas pela producdo de citocinas que
desencadeiam um aumento da populacdo de macréfagos com perfil pro-inflamatorio,
estes acumulam ferro, levando a manutencdo do perfil pré-inflamatério. Por outro
lado, macrofagos ativados pela via alternativa liberam altas quantidades de ferro,

exacerbando a doencga autoimune e contribuindo na fibrose (29, 30).
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1.4 Leishmaniose

A leishmaniose € uma doenca de carater zoonético. Contudo, no Velho
Mundo, na india, é reconhecido um ciclo antroponético no qual o reservatorio
principal do parasito € o ser humano. A transmissao natural da doenca ocorre pela
picada de flebotomineos fémeas do género Phlebotomus no Velho Mundo e
Lutzomyia no Novo Mundo (31). No ciclo zoondtico, varios animais sédo reservatorios
naturais do parasito, incluindo cades domésticos e selvagens, preguicas, porcos,
roedores como ratos e camundongos, entre outros (19).

Como mencionado anteriormente, a leishmaniose € um termo que abrange
uma variedade de formas clinicas, dentre as quais, as trés entidades mais
prevalentes em humanos sdo a leishmaniose cutanea (LC), a leishmaniose
mucocutanea (LMC) e a leishmaniose visceral (LV). A forma da doenca é
determinada pela espécie do parasito envolvida na infeccao e pela susceptibilidade
do hospedeiro, associada com sua resposta imune (19). A leishmaniose é
considerada uma doenca negligenciada e esta associada muitas vezes a situacoes
de pobreza, desnutricdo, mudancas ambientais e climaticas e conflito armado com
consequente deslocamento de populagbes susceptiveis (32, 33). As principais
espécies que afetam humanos tanto no Velho Mundo como no Novo Mundo, bem

como a forma clinica da doenca, sédo apresentadas na tabela 1.1.

Tabela 1.1. Principais espécies de Leishmania que afetam humanos. Adaptado de Kaye & Scott,
2011 (34).

Principal manifestacdo da doenca Espécies no Novo Mundo Espécies no Velho Mundo

L. braziliensis, L. guyanensis, L.

. . . panamensis, L. peruviana, L. L. major, L. tropica, L. infantum
Leishmaniose Cutanea ) ) o
amazonensis, L. mexicana, e L. e L. aethiopica
pifanoi.

) ] . L. braziliensis, L. panamensis, e L.
Leishmaniose Mucocutanea )
guyanensis

Leishmaniose Visceral L. infantum L. donovani e L. infantum
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1.4.1 Leishmaniose cutanea

A leishmaniose cutdnea (LC) é caracterizada por lesbes nodulares ou
ulceradas Unicas ou multiplas na pele, geralmente localizadas no local da picada do
inseto, sendo as partes descobertas do corpo, como rosto, perna e bracos, as mais
afetadas (19, 35). A LC pode ser causada por agentes do subgénero L. (Viannia) e
L. (Leishmania). No continente americano, a LC € também conhecida como
leishmaniose tegumentar americana (LTA). A LTA é endémica em diferentes paises
das Américas do Norte, Central e do Sul e € causada principalmente pelas espécies
L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) panamensis, L. (L.) mexicana e L. (L.)
amazonensis (33, 35-37). Algumas das caracteristicas da LTA causada por estes
parasitos, em particular por L. (V.) braziliensis, sdo a persisténcia do parasito e sua
tendéncia a fazer metastase, caracterizada pelo surgimento de multiplas lesdes
cutaneas (leishmaniose cutanea disseminada-LCD), e/ou lesdes na mucosa
orofaringea (leishmaniose mucocutanea-LMC), apds o aparecimento da lesdo Unica
simples inicial. Estas formas se apresentam como consequéncia da disseminagao
do parasito por via sanguinea ou linfatica, o que faz destes parasitos alvos
interessantes para o estudo do processo de disseminacéo e invasao (38-40).

A incidéncia da LC no mundo é alta; entre ~700.000 a 1.200.000 casos sao
reportados anualmente, sendo que 75% destes ocorrem em apenas 10 paises,
incluindo o Brasil (6). A distribuicdo da LC no mundo é apresentada na Figura 1.2.
Nas Ameéricas, a incidéncia anual de casos € estimada entre 180.000 a 300.000 (6).
Estima-se que no periodo de 2003 a 2007, a média da incidéncia anual de LC no
Brasil foi de ~27.000 casos, sendo reportados em 23 estados da Unido (6). Na
América do Sul, a LC é causada principalmente por L.(V.) braziliensis, L. (V.)
panamensis, e L.(V.) guyanensis, e a infeccdo com estas espécies estia associada
com a progressdo da doenca para formas mais graves como a LMC ou LCD.
Contudo, pouco se entende sobre os mecanismos moleculares e patolégicos
envolvidos no processo de disseminacdo do parasito que, no caso da LMC, podem
levar ao comprometimento da mucosa e que finalmente resultam numa resposta
destrutiva do tecido (41, 42).
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Countries reported
imported CL cases

Lebanon - 1033
Jordan - 103
Nepal - 28

Iraq - 13

Belgium - 12
Kuwait - 11
Germany - 10
Qatar - 8

Russian Federation - 5
Armenia - 2
Finland - 2
Lithuania - 1
Bangladesh - 1
Italy - 1

Czech Republic - 1

Number of new CL cases
reported, 2013

5000
I 1000-4999
B 100-999 I No autochthonous cases reported
[ <100 ] Nodata

Jo [ Notapplicable

Figura 1.2. Distribuicdo geografica da leishmaniose cutanea. World Health Organization (WHO)
http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis_2013 CL.png (26 de Outubro de
2015)

1.4.2 Leishmaniose mucocutanea

A LMC é uma forma complicada da LTA que esta associada principalmente a
infecgdes com L. (V.) braziliensis, L. (V.) panamensis e L. (V.) guyanensis e, em
menor medida, com L. (L.) amazonensis. A LMC envolve a disseminagéo do parasito
desde o sitio da lesédo cutanea primaria até a mucosa orofaringea, excluindo lesdes
contiguas (na face ou pescoco, por exemplo) e acomete ~5-10% dos pacientes que
apresentam LC (41, 42). Contudo, alguns autores tém reportado o aparecimento de
lesdes mucosas sem relato de lesdo cutanea primaria, razdo pela qual tem sido
proposta uma forma denominada leishmaniose mucosa (37, 43).

A distribuicdo geogréfica da LMC inclui Brasil, Peru e Bolivia, mas também é
possivel encontrar casos na Coldmbia, Equador, Paraguai e Venezuela (19). A LMC
normalmente ndo apresenta uma apropriada resposta ao tratamento de primeira
linha, com antimoniais, e pode complicar-se ainda mais por infeccfes secundarias
produzidas por outros microrganismos na area da lesao (41, 42). O acometimento da
mucosa orofaringea pode acontecer meses ou anos depois da resolucédo da leséo
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primaria cutanea e é caracterizada pela desfiguracédo dos tecidos mucosos do nariz,
da boca e/ou da oro-faringe, podendo progredir até afetar a respiracdo e nutricdo
(19). A patogénese da LMC é pouco entendida, mas € aceito que a resposta
inflamatoria descontrolada observada em alguns pacientes tem um papel
fundamental no desenvolvimento da lesdo e que essa resposta € provavelmente
devida a fatores complexos que envolvem interacdes entre o parasito e o hospedeiro
(19, 44). Em estudo anterior do nosso grupo, com o intuito de identificar potenciais
marcadores de disseminacdo nos parasitos, distintos marcadores genéticos foram
analisados em cepas pareadas de lesdo cutanea e mucosa de um mesmo paciente,
mas ndo houve um marcador que pudesse ser claramente associado a cada forma
da doenca (45). Estudos com clones metastaticos e ndo metastaticos de L. (V.)
guyanensis tém sugerido que o fendtipo metastatico poderia estar associado a
presenca de um virus, denominado Leishmania RNA virus (LRV1), o qual induziria
respostas pré-inflamatérias mediadas por receptor do tipo Toll (Toll-like Receptor 3 -
TLR3) e contribuiria com a severidade da doenca (44, 46). O LRV1 pertence a
familia Totiviridae e foi descrito inicialmente em 1988 por Tarr et al. (47). Ele tem
sido reportado em espécies do subgénero L. (Viannia), particularmente em L. (V.)
braziliensis e L. (V.) guyanensis, as duas responsaveis por casos de LTA (46, 48).
Embora outras espécies associadas a LMC também tenham sido encontradas
infectadas com o Leishmania RNA virus (49) nem todas as cepas e/ou espécies que
causam LMC portam o LRV1 (50) indicando que outros fatores, além do virus,
estariam envolvidos no desenvolvimento desta forma clinica. Também tem sido
sugerido que a expressdo de certas isoformas de peroxirredoxina em clones
metastaticos de L. (V.) guyanensis, poderia contribuir para a sua persisténcia na
célula hospedeira e esta persisténcia seria um pré-requisito para a doenca
metastética (51).

Com respeito aos fatores do hospedeiro envolvidos no desenvolvimento da
LMC, tem sido observado que células T CD8" citotoxicas estariam associadas com a
metastase de L. (V.) braziliensis, devido a sua ativa desgranulacdo e posterior lise
das células infectadas com o parasito. Contudo, esta reposta citolitica ndo seria
protetora; pelo contrario, promoveria o0 recrutamento de neutrofilos ao sitio da
infeccdo e o desenvolvimento de lesbes metastaticas em locais distantes da leséo
inicial (52). Além do papel das células T CD8+ no incremento da patologia e sua
possivel relacdo com lesdes metastaticas na LTA, outras células do sistema imune

do hospedeiro tém um papel relevante nas primeiras etapas de infecgao,

23



favorecendo ou néo o estabelecimento da infeccdo e desenvolvimento da doenca.
De fato, tém sido observado um acumulo de células T regulatérias (Treg,
Foxp3*CD4*CD25%), produtoras de IL-10 e TGF- 3 em lesbes de pacientes com LC
(53), as quais desempenham um papel na regulacdo de respostas imunes e
contribuiriam para tolerdncia imunoldgica. Contudo, h4 o0 consenso que a
dimininuicdo da carga parasitaria e o0 controle da infeccdo esta associado a

producdo de TNF-a e superoxido (54, 55).

1.4.3 Leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral (LV) é outra forma grave da doenca que apresenta a
disseminacdo do parasito. A LV € considerada como zoonética na regido do
Mediterraneo e no continente Americano e antroponética na Asia e na Africa,
incluindo alguns paises como india e Nepal (26, 56, 57). A forma visceral é a
entidade clinica mais severa da leishmaniose, causando a morte em 85-90% dos
pacientes sem tratamento, e pode ser entendida como o caso mais grave de
disseminacdo, onde células hospedeiras infectadas com o0 parasito sao
disseminadas geralmente desde o local da lesdo cutanea inicial para outros 6rgaos
como baco, figado e medula 6ssea (19, 26, 56, 57). No Novo Mundo, a espécie
responsavel pela manifestacdo visceral da doenca é L. (L.) infantum, sendo que a
maioria dos casos ocorre no Brasil: perto de 95% dos casos de LV reportados nas
Américas no periodo de 2003-2007 ocorreram no pais (6). No Velho Mundo a
incidéncia da LV é ainda maior, sendo causada principalmente por L. (L.) donovani
na regido da india, Paquistdo, China e Africa, e por L. (L.) infantum, na regi&o
Mediterranea (57). Os sintomas geralmente incluem hepatoesplenomegalia, febre
alta, pancitopenia e hipergamaglobulinemia e a doenca pode ser fatal se néo for
tratada (26, 58). Embora estudos imunoldgicos, genémicos e em modelos animais
tenham fornecido informacgéo importante sobre o processo de visceralizacdo, ainda
pouco se entende sobre os determinantes do fenbmeno de disseminacdo do

parasito que levam a LV (26).

1.5 Interacao parasito-hospedeiro

Dentre as células fagociticas que pertencem ao sistema imune inato, 0s

macrofagos tém como papel principal fagocitar corpos estranhos, eliminar células
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apoptoticas e reciclar nutrientes de tecidos residuais (59). Contudo, no caso de
infeccbes com Leishmania, os macrofagos sdo o alvo principal do parasito, pois é
dentro deles que este parasito se transforma, multiplica e estabelece a infecgéo. O
complexo balanco que existe entre o parasito e a célula hospedeira pode ser
favorecido para algumas das partes de acordo com os diferentes mecanismos que o
parasito tem para subverter a resposta imune e causar doencga, ou que o macrofago
ativa para controlar a infeccdo. A sutileza deste equilibrio é exemplificada pelas
infeccdes com L. (V.) braziliensis, nas quais cepas diferentes da mesma espécie
causam formas clinicas desde relativamente simples como lesGes cutaneas
autorresolutivas até mais complexas como lesfes sérias ulceradas no tecido mucoso
oro-faringeo (20). A resposta imune inata contra o parasito, nos momentos iniciais
da infeccdo, é mediada por células fagociticas mononucleares e polimorfonucleares,
por moléculas do complemento e envolve a producdo de citocinas e quimiocinas
(34). A fagocitose ocorre através de opsonizacdo pela C3b. Esta molécula do
complemento é clivada pela metalopeptidase GP63 do parasito, convertendo-a em
C3bi, a qual favorece a internalizacdo, sem proteolise, do parasito (11). A fagocitose
ativa o macroéfago para a producédo de fatores citostaticos e citoliticos que controlam
a proliferacdo do parasito. Apesar dos mecanismos de defesa das células
fagociticas, durante a etapa de infeccdo e multiplicacdo, Leishmania consegue
subverter o ambiente microbicida do macrofago e se estabelecer no ambiente
intracelular. A ativacdo dos macréfagos frente a um estimulo pode se dar pela via
classica ou pela via alternativa (60-62). Na ativacao pela via classica, os macréfagos
produzem citocinas inflamatérias tais como TNF-a, IL-12, IL-18 e IL-6, as quais
culminam na indugcdo do gene da 6xido nitrico sintase (iNOS) que usa L-arginina
para producdo de éxido nitrico (NO) cujo poder microbicida controla a proliferacédo
do parasito (34, 63-65). Por outro lado, a ativacdo do macrofago via estimulacéo
com citocinas tipo 2, tais como IL-4, IL-10 ou IL-13 é denominada via alternativa e
induz a producéo de IL-10 e IL-1RA, bem como a expressao do gene que codifica
para arginase-1 (Arg-1). Arg-1 metaboliza a L-arginina a ureia e L-ornitina,
produzindo poliaminas e prolina, e desta forma compete com a iNOS pela arginina e,
portanto, suprime a producao de NO necessario para o controle do parasito (66). Os
macrofagos ativados pela via alternativa estdo envolvidos em imunossupressao e
reparo do tecido. As poliaminas estdo envolvidas no crescimento celular e divisao,
enquanto que a prolina € um componente chave do colageno (67). A inibicdo da

atividade dos macréfagos nos primeiros momentos da infec¢céo e/ou a ativagao pela
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via alternativa € modulada por uma serie de fatores de viruléncia liberados pelo
parasito (68, 69) e poderia determinar o curso da infecgéo.

No caso da ativacdo pela via classica, a producdo de citocinas pro-
inflamatorias também induz o recrutamento de células ao local da infeccdo, onde
células apresentadoras de antigenos processam e apresentam as moléculas do
parasito as células T naive, ativando a imunidade adaptativa e a resposta imune
celular efetora que promove a resisténcia contra o parasito (70). O paradigma da
susceptibilidade e resisténcia a Leishmania no modelo murino de infecgdo com L.
major postula que cepas de camundongos resistentes a infeccdo, tais como
C57BL/6, desenvolvem lesdes menores e autorresolutivas como produto da
expansao preferencial de células T CD4+ helper 1 (Thl), as quais estdo associadas
a producao de altos niveis de IFN-y e IL-2 e baixos niveis de IL-10 e IL-4 (70, 71).
Altos niveis de IFN-y ativam macréfagos para a producéao final de NO que controla a
proliferacdo do parasito. Por outro lado, a susceptibilidade a infeccdo observada em
camundongos BALB/c é caracterizada pela expansao de células Th2 com producéo
de IL-4, IL-5 e IL-13, as quais suprimem a ativacdo dos macrofagos e, portanto, dos
mecanismos microbicidas, favorecendo a multiplicacdo dos parasitos e o
desenvolvimento da doenca (70-72). Contudo, € importante destacar que este
paradigma ndo se aplica a todas as espécies de Leishmania, e que em particular
esta polarizagdo da resposta ndo é tdo evidente em infeccbes com L. (V.)
braziliensis (5, 73-75). Embora a producdo de citocinas Thl ou Th2 e seu (des)
equilibrio dependam da espécie infectante e do modelo estudado, ha4 um consenso
geral que indica que a presenca de IFN-y e TNF-a sao necessarios para o controle

da proliferacdo do parasito (70, 76-78).

1.6 Leishmania (Viannia) braziliensis

Leishmania (V.) braziliensis € uma das principais espécies responsaveis pela
LTA no continente Americano e apresenta importantes particularidades com respeito
as outras espécies que também causam LTA. Esta espécie agrupa um complexo
conjunto de subpopulagbes do parasito com caracteristicas epidemioldgicas,
bioguimicas e imunologicas diferentes. De fato, diferentes cepas desta espécie
estdo associadas a diferentes formas clinicas da doenca tegumentar. Os casos de

leishmaniose causados por L. (V.) braziliensis em suas duas manifestacdes clinicas
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principais, LC localizada e LMC, ocorrem em regides mais extensas,
geograficamente, quando comparado com outras espécies como L. (V.) guyanensis,
L. (V.) panamensis, L. (V.) peruviana ou L. (L.) amazonensis, também responsaveis
por casos da LTA (36, 79-82). Além das diferencas encontradas na distribuicdo
geografica e nas diferentes formas clinicas da LTA causadas por esta espécie na
América do Sul, o nivel de heterogeneidade biolégica e fenotipica deste parasito nas
areas endémicas € de interesse para o entendimento da relacdo parasito-hospedeiro
e o desenvolvimento das distintas manifestacdes clinicas.

Leishmania (V.) braziliensis € transmitida por varias espécies de vetores
flebotomineos e tem sido isolada de um grande numero de animais potencialmente
reservatorios (79). Os principais hospedeiros vertebrados silvestres de L. (V.)
braziliensis ainda ndo foram identificados, mas é sabido que caes e equinos fazem
parte do ciclo doméstico e peridoméstico de transmissao do parasito (79). LesGes
cutaneas simples autorresolutivas, lesdes mucocutaneas e lesdes cutaneas
disseminadas fazem parte do pleiomorfismo clinico ao qual esta espécie tem sido
associada, sendo proposto que seu polimorfismo genético poderia estar relacionado
com a diversidade de manifestacfes clinicas (77, 79, 83-88).

Em infec¢Oes experimentais com L. (V.) braziliensis, lesdes autorresolutivas
atingem seu pico apos 4-6 semanas da infeccdo, desaparecendo posteriormente
sem tratamento (77). Como mencionado antes, no modelo murino de resisténcia a
infeccdo com L. (L.) major, a resolugdo da doenca resulta de uma série de eventos,
incluindo: (i) uma eficiente ativacdo de células dendriticas (CD), (ii) producdo de
citocinas, tais como IL-12, IL-18, e IL-27, que induzem a diferenciacdo de células
(CD4+Th1), (iii) ativacao de células Thl produtoras de IFN-y e TNF-a e (iv) ativagao
de macréfagos pela via classica para a producao de radicais de Oxido nitrico que
resultam no controle da proliferacédo e eliminacdo do parasito, levando a resolucéo
da lesédo (77, 78).

Ja no modelo macaco de infecgdo autorresolutiva por L. (V.) braziliensis, foi
observado que, na fase aguda, células inflamatorias, como mastocitos, neutrofilos,
macrofagos e linfocitos, sdo recrutadas ao sitio da infeccdo e que macréfagos
fagocitam e destroem neutréfilos apoptoticos infectados. Na fase cronica, os
parasitas que ainda persistem induzem uma reacdo granulomatosa mediada por
citocinas Thl, com recrutamento de células T produtoras de IFN-y e TNF-a. A

seguir, a resolucéo foi associada com o concomitante recrutamento de células T
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regulatorias (Treg) produtoras de IL-10 que suprimem essa resposta inflamatoria
(89, 90).

Por outro lado, além da LC localizada e da disseminacdo metastatica do
parasito para a mucosa orofaringea, caracterizada pela forte resposta imune celular
Th1l e severa resposta inflamatoria, L. (V.) braziliensis também pode disseminar para
locais distantes da leséo inicial, provocando multiplas lesdes na pele, em ~3% dos
casos. Esta forma da doenca tem sido denominada leishmaniose cutanea
disseminada (LCD) e apresenta caracteristicas particulares (36, 83, 91).

Os casos de LCD tém sido maioritariamente reportados no Brasil, na regido
de Corte de Pedra, onde todas as formas da LTA s&o normalmente encontradas
(83), mas também tém sido reportados em outras regides do continente (92-94) . A
LCD caracteriza-se por numerosas lesées acneiformes, papulares, nodulares e/ou
ulceradas distribuidas em diferentes partes do corpo (87). Desta forma, tanto a LMC
como a LCD sé&o consideradas formas metastaticas da infeccdo causada por L. (V.)
braziliensis (83). Ao passo que citocinas pro-inflamatoérias como TNF-a e IFN-y estao
associadas a resolucdo da lesdo no caso da LC localizada e a destruicdo do tecido
mucoso no caso da LMC, niveis diminuidos destas mesmas citocinas parecem estar
associados com a LCD, indicando uma débil resposta mediada por células T que
leva a falha no controle do parasito, mas, ao mesmo tempo, favorece a pouca
destruicdo do tecido (contrario ao observado na LC localizada e LMC) (88).
Interessantemente, foi observada uma diminuicdo nas células T CD4+ e aumento de
Treg no sangue periférico de pacientes com LCD (95), acompanhado com a baixa
producédo de citocinas tipo Thl (IFN-y, TNF-a e IL-5), o que contribuiria para a
disseminagao do parasito (93).

Embora outras espécies do subgénero L. (Viannia) possam disseminar
metastaticamente, L.(V.) braziliensis é, notavelmente, a causa mais frequente das
formas disseminadas da doenca (LMC e LCD). Contudo, o processo de progressao
da leséo cutédnea para LMC ou LCD ainda nédo é bem compreendido (48). Como
mencionado antes, dentre as variaveis que poderiam contribuir com o
desenvolvimento destas formas clinicas tem sido descrita a presenca do LRV1, o
qual poderia ser responsavel pelo aumento da carga parasitaria, pela reagéo
destrutiva aumentada do tecido e pela exacerbacdo geral da doenca (44, 48). Tem
sido descrito que mais de 25% de cepas de L. (V.) braziliensis portam o LVR1 e sua
presenca estaria associada significativamente com um maior risco de falha ao

tratamento com antimonial em pacientes do Peru e da Bolivia (48). Nao obstante, a
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presenca do LVR1 néo teve relagdo com a resisténcia intrinseca dos parasitos ao
medicamento, nem com a sua capacidade metastética, indicando que a falha ao
tratamento € mediada por efeitos do LRV1 sobre o metabolismo do hospedeiro e/ou
sobre a carga parasitaria (48). Assim, os fatores do parasito envolvidos na
disseminacdo metastatica ainda ndo sao bem entendidos.

As duas cepas de L. (V.) braziliensis utilizadas nesta tese correspondem a
uma isolada de um paciente com lesao cutanea localizada e a outra isolada de um
paciente com multiplas lesdes disseminadas. Embora pertencam a mesma espécie,
provenham da mesma regido geografica e pertencam ao mesmo zimodema, estas
cepas causaram manifestacdes clinicas muito polares e esse fenoétipo clinico foi
reproduzido no modelo macaco (89, 96). No caso da cepa 13396
(MHOM/BR/2000/LTCP-13396), isolada de paciente com mudltiplas lesdes cutaneas
disseminadas, quando inoculada em macacos rhesus induziu a disseminacdo em
todos os casos (96); por sua vez a cepa cutanea 13490 (MHOM/BR/2000/LTCP-
13490) isolada de paciente com lesdo cutanea simples, apresentou leséo
autorresolutiva em 100 % dos casos no modelo macaco, reproduzindo o observado
no paciente humano (89), indicando que caracteristicas intrinsecas do parasito
estariam envolvidas na producdo das diferentes formas clinicas. Estas cepas
também foram previamente caraterizadas quando ao seu perfil de metalopeptidases,
apresentando perfis proteoliticos idénticos tanto no extrato total quanto na secre¢cao
(86). A caracterizacdo aprofundada destas cepas associadas a LC autorresolutiva
(13490) e a LCD (13396) as qualifica como um excelente modelo para entender o
problema da disseminacao do parasito.

Além disso, a caracterizacao de cepas associadas a diferentes manifestacdes
clinicas pode permitir a identificagdo de potenciais alvos para o diagndstico e/ou o
prognéstico da doenca, visando um tratamento oportuno. Estudos recentes de
expressdo génica e perfis de infeccdo de amostras clinicas de pacientes com LC e
LMC, mostraram que a proteina LbrPGF2S (prostaglandin f2-alpha synthase) esta
aumentada nas cepas LC e que a sobre-expressdo desta proteina aumenta a
viruléncia dos parasitos in vitro (97), reforcando a hipotese de que caracteristicas
intrinsecas do parasito contribuiiam ao desenvolvimento de formas clinicas

diferentes.
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1.6.1 Gendmica, transcriptémica e protedmica de L. (V.) braziliensis

O sequenciamento do genoma de varias espécies de Leishmania acelerou
consideravelmente os estudos de genomica funcional nestes parasitos e pavimentou
o caminho para o entendimento de fenbmenos de regulacdo génica particulares
deste género (98-101). Atualmente ha disponiveis genomas de 13 espécies de
Leishmaniaa na base de dados de tripanossomatideos  “Trytrip”

(http://tritrypdb.org/tritrypdb), incluindo os genomas de duas cepas de referéncia de

L. (V.) braziliensis. Em geral, o genoma de Leishmania spp. é caracterizado por uma
guase completa auséncia de introns, sendo que a maior parte do genoma é
expresso constitutivamente durante o ciclo de vida do parasito (102). Entretanto, é
importante notar que mais de 50% dos genes destes parasitos ndo tem uma funcao
conhecida.

Apesar da variabilidade importante na patogenicidade e no tropismo das
diferentes espécies de Leishmania, seus genomas sdo notavelmente semelhantes,
exibindo um elevado grau de conservacéo génica (103). Uma comparagado entre o
genoma de L. (L.) major, L. (L.) infantum e L. (V.) braziliensis mostrou que apenas
200 genes diferem entre estas espécies e que apenas 47 genes sao especificos de
L. (V.) braziliensis (99), o que ndo explicaria a extensdo do polimorfismo clinico
causado por estas espécies, mas representam 0 primeiro passo para entender a
complexidade da interacdo  parasito-hospedeiro  (103). Além  disso,
interessantemente, entre os genes diferenciais foram identificados elementos
transponiveis e genes da maquinaria de RNA de interferéncia (RNAi) somente em L.
(V.) braziliensis (99). Os componentes da maquinaria de RNAI sdo funcionais (104),
possibilitando ensaios de silenciamento génico nesta espécie.

Um dos primeiros estudos de transcriptdmica comparativa entre L. (L.) major,
L. (L.) infantum e L. (V.) braziliensis revelou também uma expressdo génica
conservada e um pequeno numero de diferencas relacionadas a distribuicdo génica
ou a regulacdo diferencial de genes conservados ao nivel traducional e/ou pos-
traducional (105). Mais recentemente, a analise comparativa do transcriptoma de
cinco isolados de L.(V.) braziliensis apresentando diversos fendtipos clinicos e
diversos fend6tipos in vitro mostrou que a dindmica da expressao génica é um carater
unico de cada cepa, e sugere que analises de cepas individuais ndo seriam

representativas da expressao na espécie (106).
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O proteoma predito de Leishmania spp. apresenta ~8300 proteinas (107), ao
passo que o proteoma experimental é altamente dindmico e varia de acordo com (i)
a forma do parasito (amastigota ou promastigota), (ii) as condi¢des de cultivo, (iii) o
subset do proteoma de estudo (fosfoproteoma, secretoma, por exemplo) e (iv) a
técnica protebmica utilizada, entre outros. Proteomas experimentais de varias
espécies de Leishmania, sob diversas condi¢des, tém sido descritos, contribuindo
para o conhecimento da expressdo génica ao nivel de proteina nestes parasitos e,
em muitos casos, comprovando a anotacdo hipotética de genes codificantes (108,
109). O primero mapa protedmico de L. (V.) braziliensis foi feito pelo nosso grupo em
2007, usando eletroforese em bidimensional (2DE) e analise por espectrometria de
massas MALDI-TOF/TOF (Matrix-assisted laser desorption/ionization- time of flight)
(110). Neste estudo, foram resolvidos ~800 spots proteicos no gel e identificadas 75
proteinas contendo diversas modificacbes pds-traducionais. Embora o
desenvolvimento de melhores metodologias para fracionamento de proteinas e
identificag&o por espectrometria de massas permita atualmente obter uma cobertura
muito maior do proteoma predito, pouco se avangou a respeito da descricdo dos
proteomas de espécies de Leishmania do Novo Mundo. De fato, foi reportado (i) o
proteoma geral de L. (V.) panamensis (111); (i) a analise protedbmica da sua
diferenciacdo (112) e de (iii) sua resisténcia ao antimonial (113, 114), em todos 0s
casos por 2DE e com a identificacdo de uma dizia de proteinas. Interessantemente,
também foram conduzidas analises protedmicas de clones metastaticos e néo
metastaticos de L. (V.) guyanensis com o intuito de determinar fatores associados a
disseminacdo do parasito (51, 115). Estes estudos indicaram que o0s clones
metastaticos apresentam expressao diferencial de perixorredoxina, a qual modularia
a resisténcia a resposta microbicida. Parasitos mais resistentes podem sobreviver e
persistir no hospedeiro, o qual seria pré-requisito para a posterior metastase (51).

Em relacdo a andlise de subproteomas, nosso grupo também descreveu o
primeiro mapa do secretoma de L. (V.) braziliensis, sendo possivel identificar 42
proteinas, incluindo varios fatores de viruléncia e de modulagédo da resposta imune
do hospedeiro (116). O estudo do secretoma de Leishmania tem ganhado um amplo
interesse por se tratar das moléculas que modulam a comunicagao entre o parasito
e as células hospedeiras desde os primeiros momentos da infeccdo. Assim, também
tém sido reportados os secretomas de outras espécies, sendo identificadas 151
proteinas no secretoma de L. (L.) donovani (117), e 72 para L. (L.) mexicana (118).

Estes numeros variam devido a técnica prote6mica utilizada em cada experimento,
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mas a relevancia que tem a identificacdo de um numero maior ou menor de
proteinas ndo € comparavel com importancia da identificagdo da funcdo que cada
proteina observada na secrecdo pode ter e a consequente interpretacdo bioldgica
dos dados. No entanto, a interpretacédo biolégica continua sendo um desafio devido
a pouca informacdo existente sobre a funcdo da maioria das proteinas de
Leishmania.

Também foi recentemente reportada uma andlise fosfoprotedmica de cepas
de L. (V.) braziliensis com resisténcia induzida antimonial (119), na qual trés
proteinas foram apontadas como potencialmente envolvidas na resisténcia. A
disponibilidade de uma variedade de genomas em conjunto com as analises de
transcriptomas e proteomas das varias espécies de Leishmania sem davida podera
ajudar a entender os complexos mecanismos da interacdo parasito-hospedeiro que
resultam nos diferentes cursos de infeccdo e manifestacdes clinicas polares da

doenca.

1.7 Protebmica

Avancos nas tecnologias de sequenciamento gendmico e trancriptémico
trazem também novas perspectivas na protedmica, especificamente no estudo das
proteinas secretadas por diferentes microrganismos. O estudo do secretoma de
Leishmania é essencial para desvendar os mecanismos moleculares fundamentais
pelo qual o parasito consegue sobreviver e interagir com o0 hospedeiro para a
invasdo e proliferacdo dentro da célula hospedeira. A aplicacdo de tecnologias
protebmicas no estudo das proteinas secretadas além de permitir a identificacao das
proteinas visa também a quantificacdo de proteinas que possam gerar alvos
interessantes de estudo. Desta forma, nos ultimos anos, houve uma grande
preocupacdo com o desenvolvimento e estabelecimento de protocolos de marcagéo
e quantificagcdo que possam ser aplicados a uma vasta gama de amostras, dentre
estas estratégias existe a denominada “bottom-up” que se baseia na hidrolise das
proteinas em seus peptideos e posterior analise desses peptideos por
espectrometria de massa (MS). Nesta abordagem, as misturas complexas de
proteinas podem ser fracionadas por eletroforese uni (1-DE) ou bidimensional (2-DE)
e neste caso aplica-se o termo “estratégia baseada em gel” (gel-based) ou podem
ser fracionadas por outros métodos como, por exemplo, a cromatografia liquida,

aplicando-se neste caso o termo “estratégia sem gel” (gel-free) (120-122).
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A identificacdo em conjunto com a quantificacdo de proteinas é extremamente

importante no estudo de diferentes sistemas, incluindo sub-set do proteoma de
diferentes organismos, no qual esta incluso o secretoma. A protedmica quantitativa
pode ser de dois tipos, a quantificacdo absoluta, onde a quantidade de uma
substancia € determinada pela sua concentracdo na amostra estudada; e a
quantificacdo relativa, que pode ser definida através da relacdo das quantidades de
uma substancia em diferentes amostras (123). Além dos tipos de quantificacao,
existem diferentes métodos de quantificacdo aproveitados na protedmica, que
basicamente podem ser divididos em marcacdo isotopica estdvel (stableisotope-
labeling)ou livre de marcacéo (label-free).
Entre os métodos quantitativos que dependem da marcacdo das amostras (label-
dependent)é comum o uso de isétopos que séo introduzidos de diferentes formas:
adicdo de um peptideo analogo isotopicamente marcado (124); incorporacdo atraves
de uma reacao enzimatica durante o processo de hidrdlise proteica (125); introducéo
guimica de um marcador isotépico nos peptideos ou proteinas (126); e incorporacao
metabdlica da marcacdo isotdpica (127). A quantificacdo pode ser determinada
diretamente através da comparacéo relativa das intensidades dos sinais no espectro
de MS ou com a determinacdo das areas dos picos dos ions extraidos do
cromatograma (123, 128). Uma das estratégias que contempla o uso de marcadores
isotépicos € o0 iITRAQ — etiqueta isobarica para quantificacdo relativa e absoluta
(isobaricTags for RelativeandAbsoluteQuantification) (129) que consiste
basicamente na adicdo de marcadores isotépicos nos peptideos para posterior
guantificacdo mediante comparacao relativa das intensidades dos sinais de cada
marcador no espectro MS.

1.8 Proteinas multitarefa

Com o aumento dos estudos protedmicos em larga escala e de distintas
fracdes celulares, tem sido possivel identificar, cada vez com mais frequéncia,
proteinas em locais ndo esperados ou que ndo coincidem com a fungdo candnica
atribuida a elas. Estes achados coincidem com o reconhecimento das vias nao
convencionais de translocacdo de proteinas entre 0s espacos intracelular e
extracelular (130). A partir destas observacOes, foi proposta a denominacdo de
“‘proteinas multitarefa” ou “moonlighting” para aquelas proteinas que desenvolvem

duas ou mais fungOes diferentes em distintos compartimentos celulares; este
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fenbmeno foi inicialmente conhecido como “gene sharing” (130, 131). Proteinas
multitarefas ou “moonlighting proteins” sao proteinas com a capacidade de realizar
duas ou mais fungBes biolégicas partindo de uma Unica cadeia polipeptidica. A
habilidade para realizar diferentes funcdes pode ser entendida como consequéncia
da evolucdo e/ou o caminho seguido pelas células para desenvolver diversidade
funcional com um numero limitado de genes (132), para responder as mudancas
ambientais e/ou para fornecer um mecanismo de retroalimentacdo (133). Uma
proteina pode alternar entre diferentes funcbes dependendo de: (i) modificacbes
pos-traducionais; (ii) localizacdo celular, (iii) tipo celular, (iv) concentracdo de
ligantes celulares, substratos, cofatores, produtos; e/ou (v) estimulos externos (132,
133).

Proteinas multitarefa podem ser caracterizadas por estudos proteémicos,
particularmente quando sao identificadas em locais inesperados, tipos de células,
organelas ou complexos multiproteicos alternativos que possam sugerir uma fungéo
adicional. Muitos exemplos de proteinas multitarefas com diversas funcdes
biolégicas tém sido descritas para diferentes organismos (134-139), sugerindo que
aquelas proteinas “moonlighting”, ndo sé&o exclusivas de organismos superiores e
executam varias funcdes de forma autbnoma e nao relacionada, sem precisar dividir
suas funcbes em diferentes dominios da proteina (139). De fato, muitas proteinas
identificadas bona fide na secrecdo de distintas linhagens e tipos celulares
apresentam uma funcéo candnica intracelular e, visto que ndo é possivel associar
proteinas moonlight com mecanismos de secre¢do ndo convencionais
exclusivamente, resta sugerir que a secrecdo de proteinas seja um processo muito

mais dinamico e complexo do que descrito anteriormente (140-143).

1.9 Secretoma e seu papel no processo de infeccéo

Os complexos sistemas de comunicagcdo em diferentes organismos tém sido
alvo de estudo para entender as regras que regem as atividades celulares basicas e
a coordenacdo de acdes celulares especificas. Exemplos de mecanismos de
comunicacéo incluem a producéo de ferorménios nas sociedades de insetos, o canto
dos passaros e a linguagem nos seres humanos (144). A comunicacao celular &
onipresente: em células tumorais, por exemplo, € observado um perfil de secrecao
de proteinas diferente daquele observado no tecido normal, e esse secretoma

desempenha um papel chave na progressdo do cancer (145). Organismos simples,
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como bactérias, apresentam complexos mecanismos de comunicacdo celula-célula;
por exemplo, a secrecao de determinados sinais que sdo acumulados no ambiente
permite que sejam “sentidos” pelo conjunto da populagdo e pode desencadear uma
resposta em conformidade com o estimulo (144). Esta forma de comunicacao célula
a célula existe tanto em organismos unicelulares quanto pluricelulares, e é
aproveitada por muitos organismos heterélogos para se comunicar; inclusive, esta
forma de comunicacdo € usada por patégenos durante a interacdo com o
hospedeiro.

As interacdes parasito-hospedeiro envolvem uma comunicacao dinamica, que
pode ser modulada pela secrecdo direta de moléculas ou através de distintas
classes de vesiculas extracelulares as quais sao responsaveis pela transferéncia de
diferentes tipos de moléculas (proteinas, peptideos, microRNA) (146). As moléculas
secretadas, em particular proteinas, sdo as principais mediadoras da comunicacao
entre células e participam de diversos processos fisiolégicos, como a sinalizacao
celular, diferenciagéo, invaséao, disseminacao, apoptose, adesao, entre outros (147).
O processo de secrecédo pode ser considerado como o transporte ativo de uma ou
varias proteinas do interior para o exterior da célula, e costuma ser um processo
estimulado por um sinal especifico (148). O termo secretoma foi utilizado pela
primeira vez por Tjalsma e colaboradores na descricdo de proteinas secretadas por
Bacillus subtilis (149) e agora é amplamente utilizado para descrever esta
subpopulacao de proteinas de um organismo. O secretoma de diferentes patégenos
(bactérias, fungos, protozoarios, e virus) modula a resposta imune durante a
interacdo do agente patogénico com as células hospedeiras, mediando a sua
invasédo e sobrevivéncia (150).

Um resumo dos possiveis mecanismos pelos quais proteinas citosoélicas
podem atravessar a membrana plasmatica foi descrito por Radisky e colaboradores
e é mostrado na Figura 1.3 (141). O primero mecanismo € o conhecido como
convencional, via reticulo endoplasmatico (RE) — Golgi e envolve a presenca de uma
variedade de peptideos sinal (151). Este processo comeca com a sintese de
proteinas no ribossomo; as proteinas que serdo secretadas ou direcionadas para a
membrana apresentam uma sequéncia especifica que permite o reconhecimento e
translocacdo do ribossomo e a proteina nascente para o RE (Figura 1.3, passo 1).
Essa sequéncia € conhecida como peptideo sinal. Apos a correta conformacado e
enovelamento da proteina no RE, as proteinas sédo capturadas em vesiculas de

transicdo, que sao translocadas para o Golgi (Figura 1.3, passo 2). Posterior a fusédo
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com o Golgi, as proteinas sofrem processos de maturacédo adicionais que envolvem
modificacdes pds-traducionais e as quais alteram a conformacgéo, destino e fungéo
da proteina (Figura 1.3, passo 3). Depois de sofrer o processo de maturacdo, as
proteinas sédo transportadas para a superficie da célula mediante vesiculas, onde

finalmente sdo secretadas (Figura 1.3, passo 4) (141).
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Figura 1.3. Mecanismos de secrecdo de proteinas. Adaptado de Radisky et al. 2009. Mecanismo
convencional via reticulo endoplasmético (RE) — Golgi envolvendo diferentes passos (1, 2 e 3) para
exportacdo de proteinas. 3 mecanismos ndo convencionais (Ba, Bb e Bc) que ndo envolvem peptideo
sinal (141).

Aléem da via secretdria convencional descrita anteriormente, tém sido
propostas pelo menos cinco vias alternativas pelas quais as proteinas que nao
possuem peptideo sinal podem ser exportadas; estas vias sdo denominadas
mecanismos nao convencionais de secrecao (130, 141). Um dos mecanismos
propostos supbe o transito da proteina livre diretamente pela membrana

citoplasmatica, unicamente pela associacdo com complexos especializados de
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cotransporte; ali, a proteina é translocada para fora da célula (Figura 1.3, passo Ba).
O segundo mecanismo ndo convencional compreende o transporte de proteinas
mediante lissosomos ou vesiculas que sdo fusionadas com a membrana plasmatica
para serem liberadas no espaco extracelular (Figura 1.3, passo Bb). O terceiro
mecanismo alternativo consiste no flipping transmembranal, através do qual,
proteinas sao translocadas e liberadas ao espaco extracelular (130, 141). Um quarto
mecanismo envolve microparticulas denominadas ectosomos, que Sao
microvesiculas que séo vertidas (“shedding”) pela membrana plasmatica de células
estimuladas ou apoptéticas por “blebbing” ou protrusdo da membrana em resposta a
um sinal extracelular e aumento de Ca?* intracelular (Figura 1.3, passo Bc) (130,
141, 152, 153). O quinto mecanismo envolve a secrecdo por exossomos, derivados
de corpos multivesiculares de origem endosomal, que séo liberados para o meio
(141, 154, 155). Embora os corpos multivesiculares sejam responsaveis pela
entrega de proteinas no citoplasma para sua posterior degradacdo mediante a fusédo
com lissossomas (156), eles podem também se fusionar com a membrana
plasmatica para liberar exossomos, e seu contetdo, no espaco extracelular (130,
152, 153, 155).

Leishmania spp., bem como outros parasitos, secreta para o meio extracelular
diversas proteinas que exercem um papel importante na interacdo parasito-
hospedeiro (157-160). A sobrevivéncia do parasito em seus distintos hospedeiros
envolve mecanismos de transporte e secrecdo de moléculas que medeiam a
comunicacédo célula-célula (161). Além de alguns fatores de viruléncia expostos na
superficie da membrana, como o lipofosfoglicano (LPG) e a glicoproteina de 63 kDa,
GP63, que podem ser liberados por shedding (162), Leishmania secreta ativamente
uma variedade de moléculas, gerando inUmeras possibilidades de interacdo do
parasito com as células hospedeiras. As proteinas secretadas por Leishmania nos
primeiros momentos da infeccdo tém um papel importante no recrutamento de
neutrofilos, macréfagos e de outras células fagociticas profissionais para o local da
infeccdo, sendo assim crucial para a sobrevivéncia dos promastigotas (68). Uma vez
gue o0s parasitos entram em contato com as células fagociticas e/ou sao
internalizados, secretam diversas moléculas que podem modular a ativacdo do
macrofago, subvertendo o comeco de uma resposta apropriada frente a infeccéao
(162). Desta forma, o estudo integral do secretoma de Leishmania possui

inquestionavel interesse.
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Os secretomas de L. (L.) donovani (117), L. (L.) mexicana (118), L. (L.)
infantum (163) e L. (V.) braziliensis (116), bem como do tripanosomatideo proximo T.
cruzi (164), tém sido descritos na ultima década usando diversas abordagens
protedmicas. No caso do secretoma de L. (V.) braziliensis reportado pelo nosso
grupo em 2009, observamos uma concordancia de ~95% com as proteinas
identificadas na secrecdo das outras espécies de Leishmania (116-118, 163).
Embora estes trabalhos apresentem diferencas nas técnicas protedbmicas utilizadas,
no namero de proteinas identificadas, no tratamento da fracdo proteica analisada,
entre outras, estes coincidem em identificar proteinas envolvidas em sinalizacéao
celular, sobrevivéncia e viruléncia do parasito para o hospedeiro. Estes estudos
também coincidem em observar que a maioria (> 60%) das proteinas secretadas
pelos parasitos sédo liberadas por mecanismos nao classicos, possivelmente
baseados em exossomos (116-118, 163, 164), abrindo assim as portas para o
estudo dos mecanismos de liberacdo de proteinas nestes protozoarios (165).

Tem sido observado que os exossomos secretados por L. (L.) donovani
interagem com mondocitos humanos in vitro modulando a liberagéo de citocinas anti-
inflamatorias, principalmente IL-10, a qual favorece o estabelecimento da infec¢éo
(166). Entre as proteinas secretadas por exossomos no citosol do macrofago esta o
fator de elongacdo-1a (EEF1A1) e a enzima glicolitica fructose-bifosfato aldolase,
observadas fora do vacuolo parasitéforo (PV) de macrofagos infectados com L. (L.)
donovani (68, 165, 167). Foi reportado que a enzima fructose-bifosfato aldolase
interage, no citosol do macréfago, com a tirosina fosfatase 1 que desfosforila
proteinas cinase necessarias para a ativagdo do macréfago (68).

A hip6tese que Leishmania e outras células secretem proteinas como
mecanismo de invasdo e sobrevivéncia, faz com que o estudo desta fracdo de
proteinas seja relevante para esclarecer o papel do parasito no desenvolvimento das
distintas manifestacdes clinicas, especificamente durante o processo inicial de
infeccéo e ativacdo dos macrofagos (68, 165).
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1.100 problema abordado nesta tese: a associacao de cepas de L.
(V.) braziliensis com o desenvolvimento da manifestacao

cutanea ou disseminada da LTA

Como L. (V.) braziliensis faz metastase? Como se explica que apenas em
algumas infec¢cdes ocorre disseminacdo do parasito? Para responder estas
questdes, desde o angulo do papel do parasito, propomos como hipétese que a
disparidade no desfecho clinico de infecgcbes com L. (V.) braziliensis seja devida a
diferencas intrinsecas dos parasitos, particularmente no seu secretoma, que
modulam a sua patogenicidade para o hospedeiro vertebrado. Esta hipétese foi
proposta com base nas seguintes evidéncias: (i) L. (V.) braziliensis foi isolada de
pacientes com distintas manifestacbes clinicas da LTA, desde formas cuténeas
simples autorresolutivas até formas disseminadas de dificil tratamento; (ii) estudos
em modelos experimentais de infecgdo com L. (V.) panamensis e L. (V.) guyanensis
demostraram que tanto espécies quanto cepas diferem na capacidade de disseminar
e causar lesdes metastaticas em hamster dourado (168); (iii) clones de uma cepa
metastatica de L. (V.) guyanensis variaram em sua capacidade de causar metastase
em hamster e essa capacidade € estavel no tempo (169); (iv) estudos em modelos
de primatas rhesus mostraram que a infeccdo com uma cepa isolada de um paciente
com forma cutanea localizada cursou da mesma forma nos animais, apresentando
autorresolucdo (89), ao passo que a infeccdo com uma cepa de um paciente com
forma disseminada causou multiplas les6es disseminadas em 100% dos macacos
(96). Estas evidéncias sugerem que o0s parasitos que disseminam podem ser
distinguidos daqueles que néo o fazem.

A fim de avaliar a hip6tese acima mencionada, escolhemos estudar o
secretoma de duas cepas de L. (V.) braziliensis associadas (i) a forma cutanea
simples e (ii) a forma disseminada da doenca e as quais foram previamente
caracterizadas no modelo rhesus (89, 96). Estas cepas provéem de uma mesma
regido geografica, pertencem ao mesmo zimodema, tiveram o tempo de manutencgao
in vitro controlado e sua capacidade infectiva foi mantida.

O uso de metodologias protedmicas para a analise em larga escala das
proteinas secretadas pelos parasitos permite a identificacdo de proteinas envolvidas
na interacdo parasito-hospedeiro. A identificacdo de proteinas secretadas para o
meio extracelular que possam exercer algum papel nos mecanismos de metastase

ou progressao da infeccdo, bem como no comprometimento da resposta imune do
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hospedeiro, pode contribuir para a definicdo da estratégia que o parasito utiliza para
causar as formas mais graves da doenca e entender o mecanismo de evasao do
parasito nas primeiras etapas de infeccdo. Tais resultados poderiam ajudar no
desenvolvimento de novas terapéuticas e a elaboracdo de vacinas para estas

patogenias, com direcionamento para alvos celulares especificos conhecidos.
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2 JUSTIFICATIVA

J& que as proteinas secretadas pelos parasitos podem estar diretamente
relacionadas as diferencas na viruléncia das cepas, a identificacdo e quantificacdo
comparativa do secretoma de cepas de L. (V.) braziliensis associadas a
manifestacdes clinicas polares da LTA (cutanea localizada autorresolutiva e cutanea
disseminada) podem fornecer luzes sobre o papel do parasito no processo de
disseminacdo metastatica em infeccbes com este protozoario. Adicionalmente, o
estudo protedmico combinado com a analise de interacdo com macrofagos pode
ajudar a entender o papel das proteinas secretadas nos eventos iniciais de infec¢éo,
visto que diferencas na composicao proteica do secretoma podem afetar favoravel
ou desfavoravelmente a proliferacdo do parasito no macrofago mediante

modificacdes do mecanismo de ativacao da célula hospedeira.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Identificar e analisar proteinas secretadas por cepas de L. (V.) braziliensis
isoladas de pacientes com manifestagdo cutdnea localizada e disseminada da

leishmaniose tegumentar americana.

3.2 Objetivos Especificos

a. Realizar analise protebmica quantitativa comparativa entre o0s
secretomas de duas cepas de L. (V.) braziliensis associadas as formas
cutanea localizada e disseminada da doenca.

b. Avaliar o efeito das proteinas secretadas pelos promastigotas sobre a
infeccdo de macrofagos peritoneais de camundongo com L. (V.)

braziliensis.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cultivo de L. (V.) braziliensis e ensaios de secrecao de

proteinas

As cepas de L. (V.) braziliensis usadas neste estudo estdo depositadas na
Colegcdo de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz, CLIOC, e correspondem a
parasitos associados com manifestacdo clinica disseminada (IOC-L 2483,
MHOM/BR/2000/LTCP-13396) ou manifestacdo clinica cutanea localizada (IOC-L
2481, MHOM/BR/2000/LTCP-13490) (Tabela 4.1). Ambas as cepas foram
previamente caracterizadas pela CLIOC e foram mantidas infectivas por passagens
em hamster. Os parasitos foram mantidos a 25 °C em meio bifasico NNN-Schneider
(Vitrocell) suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB) (Vitrocell) e 2% urina.
Os ensaios de secrecao de proteinas foram feitos como descrito previamente por
Cuervo et al. (116), com pequenas modificacdes. Em resumo, 5x108 promastigotas
coletados em fase logaritmica tardia da curva de crescimento, foram lavados,
resuspendidos em 5 mL de meio para secrecdo [RPMI (Gibco) suplementado com
25 mM HEPES] e incubados por 3 h a 25 °C. Durante o ensaio, a viabilidade celular
foi medida a cada hora por citometria de fluxo mediante marcacdo com iodeto de
propideo (PI). Posteriormente, as suspensfes celulares foram centrifugadas a 4000
rom por 15 min a 4 °C e o0s sobrenadantes resultantes foram novamente
centrifugados a 14000 rpm por 25 min a 4 °C. Os sobrenadantes foram coletados

para os ensaios posteriores. Os ensaios foram feitos em quadruplicata bioldgica.

Tabela 4.1. Descricdo dos isolados de Leishmania (Viannia) braziliensis provenientes de
pacientes com distintas apresentac¢es clinicas da LTA

Isolados . ~
Manifestacao .
Cddigo clinicag Origem
CLIOC Cédigo Internacional
IOC-L 2483 MHOM/BR/2000/LTCP 13396 Disseminada Bahia, Brasil
IOC-L 2481 MHOM/BR/2000/LTCP 13490 Cutanea Bahia, Brasil
localizada
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4.2 Avaliacdo da viabilidade celular por citometria de fluxo

Para avaliar a viabilidade celular dos parasitos em cada ensaio de secrecao,
100 pL da suspencao celular foram lavados com PBS e resuspendidos em meio
RPMI fresco para obter uma densidade celular de 5x10° células/mL. Para o controle
positivo de morte celular, 5x10° células/mL foram permeabilizadas mediante
incubagdo com 1% BSA e 0.1% de saponina em PBS durante 15 min a 25°C e
lavadas posteriormente com PBS. Depois, tanto as células controle como as células
do ensaio foram incubadas com 2 uL PI (Img/mL) a 25 °C durante 20 min protegidas
da luz. Apos o tempo de incubacéo, a viabilidade celular foi determinada através da
analise da fluorescéncia do Pl em citbmetro de fluxo FACSCanto™ (Becton
Dickinson, USA), usando o filtro de 625/35 nm. Esta analise foi feita em colaboracéo
com o Dr. Luiz Ricardo Berbert do Laboratorio de Pesquisas sobre o Timo, I0C. Os

dados foram analisados no software Summit™.

4.3 Digestado de proteinas, marcacao por iTRAQ e cromatografia de

troca ibnica.

Os sobrenadantes foram concentrados por centrifugacdo a 4000 g utilizando
o sistema de Millipore Amicon® Ultra Centrifugal Filters 3K até obter um volume final
de 100 pL para cada amostra. Apés, as proteinas foram precipitadas com acido
tricloroacético (TCA) (15% v/v) por 2 h a 4 °C, e lavadas 2 vezes com acetona fria e
centrifugadas a 14000 rpm por 15 min a 4 °C. Finalmente as proteinas foram
resuspendidas em tampdo TEAB (bicarbonato de trietilamonia 50 mM pH 8,5) e
dosadas por fluorimetria usando o sistema Qubit (Invitrogen's Qubit® quantitation
fluorometer). Para a digestdo, 100 ug de proteina foram solubilizados com 0.1%
(w/v) de RapiGest (Waters) e, em seguida, reduzidas pela adicdo de tris(2-
carboxietil)fosfina (TCEP) 20 mM, a 60 °C, por 30 min e alquiladas protegidas da luz
com lodoacetamida 20 mM (IAA), em TEAB 50 mM, por 30 min, a 25 °C.
Posteriormente, adicionou-se lisil-endopeptidase (LEP, Wako) em relagéao
enzima:substrato de 1:100 (w:w) e incubou-se por 4 h a 37 °C. A tripsina (Promega)
foi adicionada em relacdo enzima:substrato de 1:50 (w:w) incubando por 16 h a 37
°C. Ap0s a digestéo, as amostras foram acidificadas com 1% de acido férmico, para

deter a acdo da enzima, e centrifugadas a 14000 rpm por 15 min para remover 0s
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materiais insoluveis. Antes da marcacdo por ITRAQ, o0s peptideos foram
dessalinizados usando Spin Column C18 (Harvard Apparatus, USA) de acordo com
o protocolo do fabricante. A estratégia de marcacdo € mostrada na Figura 4.1. Os
peptideos foram resuspendidos em 30 pL de TEAB 50 mM, dosados por fluorimetria
usando o sistema Qubit e marcados com iTRAQ 4-plex (Applied Biosystem) de
acordo com o protocolo do fabricante. Os peptideos marcados foram misturados e
fracionados por troca cationica forte pH 3.0 usando Macro Spin Columns (Harvard
Apparatus, USA). As duas fracdes resultantes, uma nao retida na coluna de troca
ibnica e a outra eluida com 350 mM de KCI, foram secas em um sistema de
centrifugacdo a vacuo e novamente dessalinizadas usando Spin Column C18
(Harvard Apparatus, USA).

Marcador 114

. 13396 .
Disseminada - _
Marcador 116

LEP/Tripsina A1Da Mistura de

Marcagéo de peptideos
v peptideos ma rcgdos

P -7
../././- LC-MS/MS
-

Marcador 115

1 3?90 ' : :
Cuténea E Andlise de proteinas Identificagdo (Comet)

Quantificagéo (Quant-lsobaric Analyzer)

Marcador 117

Figura 4.1. Esquema de marcacgao isotOpica. As secrecbes das duas cepas de L. (V.) braziliensis
foram digeridas e marcadas mediante metodologia iTRAQ para serem analisadas por espectrometria
de massas em quadruplicata biologica de cada cepa.

4.4 Anédlise por espectrometria de massas

As fracdes obtidas como descrito acima foram submetidas a analise por
nanocromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem (nLC-

MS/MS). As amostras foram analisadas em duplicata técnica, na plataforma
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tecnolégica de espectrometria de massas do Instituto Carlos Chagas — Fiocruz
Parana (PDTIS-RPT0O2H). O sistema de nanocromatografia utilizado foi o Easy-nLC
1000 (Thermo Fischer Scientific). Neste, 10 yuL de peptideos foram carregados em
uma coluna de fase reversa com comprimento de 30 cm e diametro interno de 75 um
empacotada in house com fase estacionéria ReprosilPur C18 Acqua (esferas de 1.9
pm de diametro, Dr. Maisch) usando um fluxo de 500 nL/min. O fracionamento dos
peptideos ocorreu com um fluxo de 250 nL/min. A fase mével A consistiu de 5% de
dimetilsulféxido (DMSO), 0.1% de acido férmico em agua e a fase movel B de 5% de
DMSO, 0,1% de acido formico em acetonitrila. Os peptideos foram separados
mediante a aplicacdo do gradiente cromatogréfico de 5 a 40% da fase B por 180
minutos.

Os peptideos eluiram do cromatégrafo diretamente no espectrbmetro de
massas LTQ Orbitrap XL-ETD (Thermo Fischer Scientific), para aquisicdo dos
espectros. Para ionizacdo nanoelectrospray dos peptideos, foi ministrada uma
voltagem de 2.3 kV e a temperatura do capilar de transferéncia de ions foi 175 °C.
Os dados foram adquiridos em modo DDA (data dependent acquisition), alternando
automaticamente entre a aquisicdo do full scan MS e MS/MS, com uma exclusao
dindmica de 90 s. A varredura inicial do MS (m/z 300-2000) foi feita com uma
resolucdo de 60.000. Para cada espectro MS, até cinco ions mais intensos com
carga 2+ e 3+ foram isolados, um de cada vez, e fragmentados por dissociagao por
colisio em alta energia (HCD) usando gas argdnio, uma energia de colisdo
normalizada de 45 e um tempo de ativacéo de 30 ms. Todas as fungdes de scan do
espectrometro de massas e os gradientes dos solventes no nLC foram controlados

pelo software Xcalibur 2.0 (Thermo Fischer Scientific).

4.5 Identificacdo de peptideos e banco de dados usados para
identificar as proteinas secretadas por Leishmania (Viannia)

braziliensis

Tanto a identificacdo dos peptideos quanto sua quantificacdo foi feita em
estreita colaboragdo com o Dr. Paulo Carvalho do Instituto Carlos Chagas da
Fiocruz, PR. Para a identificagdo, os arquivos .RAW foram analisados com uma
estratégia de PSM (Peptide-Spectrum Match) usando o programa Comet PSM da

plataforma PatternLab (170-172) e uma base de dados contendo 51,195 entradas
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para o género Leishmania, obtida do banco UNIPROT (http://www.uniprot.org/) em

Janeiro de 2015. Foi usada a base de dados para o género Leishmania porque ela
contém, além das sequéncias anotadas de L. (V.) braziliensis, sequéncias de outras
espécies como L. (L.) major e L. (L.) infantum que tém sido amplamente usadas e
estdo melhor curadas, o que permitiria diminuir a possibilidade de identificar
proteinas nao caracterizadas, hipotéticas ou simplesmente com menor score devido
a possiveis erros na anotacao de L. (V.) braziliensis. Durante as buscas foi aceita
uma taxa de identificacbes falsas (FDR — False Discovery Rate) de peptideos e
proteinas menor ou igual a 1 (1% FDR), usando uma base de dados target-decoy
reverse, a qual foi composta por: (i) a base de dados de Leishmania descrita acima,
(i) essas mesmas sequéncias de Leishmania escritas no sentido contrario, e (iii)
contaminantes comuns disponiveis no “PatternLab’s Search Database Generator”
da plataforma PatternLab (170-172). Os parametros de busca consistiram em
peptideos aceitos até com trés clivagens perdidas (“missed cleavage”),
carbamidometilacdo de cisteina e ITRAQ (+144.1 Da) no N-terminal como
modificac¢des fixas e ITRAQ (+144.1 Da) na cadeia lateral da lisina como modificagao
variavel; 40 ppm de tolerancia de massa para o precursor e 1,005 Da de tolerancia
para os ions fragmento.

A validacdo dos peptideos identificados com o Comet foi feita usando o
Search Engine Processor (SEPro), também da plataforma PatternLab (172, 173).
Em resumo, as identificacbes foram agrupadas por carga (+2 e +3) e depois por
estado triptico (triptico, semi-triptico). Adicionalmente, foi estabelecido um valor de
seis residuos como comprimento minimo dos peptideos identificados. Os resultados
foram posteriormente processados para aceitar s6 sequiéncias com menos do que
cinco ppm de erro e duas ou mais evidéncias independentes de presenca do
peptideo na amostra, i.e.: dois ou mais peptideos diferentes para a mesma proteina,
elou identificacdo de um peptideo com diferente estado de carga e/ou versdo do
mesmo peptideo modificado e ndo modificado. Apds da validagcdo com SEPro, as
proteinas identificadas no banco de dados correspondentes a espécie L. (V.)
braziliensis, bem como a algumas outras espécies, foram aceitadas e curadas

manualmente.
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4.6 Quantificacdo das proteinas secretadas por cepas de
Leishmania (Viannia) braziliensis associadas a distintas

manifestacoes clinicas daLTA

A quantificagdo relativa das proteinas foi feita usando o programa Quant-
Isobaric Analyzer da plataforma PatternLab for Proteomics (170, 172). A partir do
arquivo SEPro e usando as marcacgfes 114.1 e 116.1 para as proteinas da cepa
disseminada e 115.1 e 117.1 para a cepa cutanea, foi gerado um relatorio de
peptideos quantificados, aplicando-se uma correcdo de pureza prépria do programa
para os diferentes marcadores e uma normalizacdo do sinal do canal que
basicamente soma os sinais de todos os espectros para cada canal (i,e., marcador
isébaro) e os valores normalizados para cada um dos espectros obtidos através da
divisdo de cada sinal de ions repdrter pela soma do canal correspondente (172).
ApoOs gerar a lista, foi feita uma andlise de duas classes também no SEPro
(comparacdo das duas cepas: marcadores 114 e 116 wusados para a cepa
disseminada e 115 e 117 para a cepa cutanea), com valores cutoff de minimo 2
peptideos por proteina, 0.30 de Log do Fold Change (“peptide Log Fold Change
Cutoff”) e 0.05 de p-valor para os peptideos. Peptideos que aparecem apenas numa
condicao bioldgica tém baixos p-valores binomiais. O p-valor do teste t pareado, por
outro lado, indica se o peptideo tem uma diferenca estatistica na média dos ions
repérteres quando sdo comparadas duas condi¢cdes bioldgicas (172), neste caso,
disseminada vs. cutanea. Finalmente, o p-valor corrigido foi calculado de acordo
com o procedimento Benjamini-Hochberg (172). A lista final da quantificagcdo foi
exportado para Microsoft Excel e curado manualmente, aceitando proteinas
diferencialmente expressas com Fold change = 1.5 e p < 0.05.

4.7 Analise bioinformatica das proteinas identificadas
Para analisar funcionalmente as proteinas identificadas no meio condicionado de

secrecédo de L. (V.) braziliensis foram usadas diferentes ferramentas bioinformaticas

gue séo descritas a sequir.
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4.7.1 Ontologia génica

Cada proteina identificada e listada foi classificada de acordo as trés principais
categorias de ontologia génica e em suas respectivas subcategorias. Desta forma as
proteinas foram agrupadas de acordo a sua funcdo molecular, localizacao celular e
processo biolégico usando a ferramenta de Gene Ontology Explorer (GOEX) da
plataforma PatternLab (172, 174). Os resultados foram classificados e exportados

para diferentes tabelas dependendo da categoria assinalada para cada proteina.

4.7.2 Predicdo de dominios, localizacao celular e mecanismo de secrecéo

Além da classificacdo ontoldgica, foi feita uma predicdo de dominios funcionais para
as proteinas de funcdo desconhecida usando o programa Pfam v 27.0 (European

Bioinformatics Institute, http://pfam.xfam.org/) (175). Além disso, todas as proteinas

identificadas foram analisadas com diferentes programas para validar sua qualidade
de proteina secretada. Assim, foi feita (i) uma analise de predicdo de peptideo sinal
para eucariotos usando o] servidor SignalP 4.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-4.1/); (i) uma andalise de predicdo de

secrecdo nao convencional usando o servidor SecretomeP 2.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/), sendo aceitas proteinas que

apresentaram NN-score>0.5 quando a predicao foi feita usando o algoritmo para
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e NN-score>0.6 quando a predicao foi
feita usando o algoritmo para mamiferos; (iii) uma analise de predi¢édo de localizacao
subcelular usando o] programa TargetP 1.1

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/); (iv) uma analise de predicdo do numero

de hélices transmembrana usando o programa TMHMM Server v. 2.0

(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/); e finalmente (v) uma busca, por

similaridade, contra o banco de dados de proteinas secretadas por via exossomal,

usando ExoCarta (http://www.exocarta.org/) (176-182) .

4.7.3 Interactoma

Para tentar aprofundar na interpretacdo funcional dos dados de protebmica
comparativa, as proteinas quantificadas e encontradas como diferencialmente
abundantes nos secretomas das cepas foram analisadas usando a plataforma

Integrated Interactome System (lIS), acessivel de maneira livre na rede
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(http://www.lge.ibi.unicamp.br/Inbio/lIS/) (183), usando 0s genes ortdlogos em

humanos. A partir dos dados do IIS foi construida a rede de interagdo das proteinas
diferencialmente abundantes em cada cepa usando o programa Cytoscape versao
2.8.3 (http://www.cytoscape.org/) (184).

4.7.4 Comparacdo das proteinas identificadas na secrecdo de L. (V.

braziliensis com o0 banco de dados de proteinas multitarefas

Para enriquecer as informacdes sobre as proteinas identificadas na secrecéo,
foi feita uma anélise comparativa frente ao banco de dados de proteinas multitarefas

disponivel no site http://wallace.uab.es/multitask/ (185). Para esta andlise, foi

descarregada a informacédo total das proteinas reportadas como multitarefas para
varios organismos (288 proteinas), destacando que ndo ha nenhuma reportada para
Leishmania. Posterior a descarga da base de dados, foi feita uma comparacéo
proteina-proteina  mediante a ferramenta  Protein Blast do  NCBI

(http://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.cgi) (186, 187), contra as proteinas identificadas

na secrecdo de L. (V.) braziliensis. Foram aceitas analises que mostraram

percentagens de cobertura superiores a 57.

4.8 Analise de expressao génica

Para avaliar se a abundancia diferencial de proteinas no secretoma poderia
correlacionar-se com a abundancia relativa dos seus transcritos, foi realizada uma
analise de expressdo génica para seis genes das duas cepas usando PCR
guantitativa em tempo real (QPCR). Para tal, o RNA total foi extraido a partir de
promastigotas submetidas a ensaio de secrecédo, (i.e. que foram coletadas por
centrifugacéo apds o ensaio de secrecdo), usando o reagente Trizol, de acordo com
as instrucdes do fabricante (Life Technologies, Inc.). O RNA foi quantificado com um
espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies). O cDNA foi
sintetizado a partir de 1 pug de RNA total utilizando o sistema de transcricdo reversa
SuperScript Il (Invitrogen). A qPCR foi realizada em duplicata técnica, utilizando o
equipamento e StepOne e SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), de
acordo com o protocolo do fabricante. Os genes analisados foram: lip2 (60S acidic
ribosomal protein P2, 044010), Lbrm_18 1400 (Heat shock protein, A4H9PO),
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Lbrm_05 0800 (S-methyl-5'-thioadenosine phosphorylase, A4H4C5), tat (Tyrosine
aminotransferase, A4HPA3), Lpmp_281290 (Glucose-regulated protein 78,
AOAO088RUF5), Lbrm_26 2610 (Uncharacterized protein, A4AHFB2) e os genes de
referéncia Lbrm_04_1250 (Actina, A4H438) e Lbrm_24 2150 (40S ribosomal protein
S8, A4HDRY9). Os oligonucleotideos usados para amplificar estes alvos foram
desenhados usando o software Primer Blast a partir das sequéncias publicas dos
genes (Anexo 1). As condi¢cbes da PCR para cada gene foram otimizadas e as
especificidades foram verificadas por analises da curva de fusdo (Anexo 1). O perfil
de amplificacdo consistiu de 40 ciclos cada um com 10 s de deshaturacdo a 95 °C,
15 s de anelamento a 56 °C e 10 s de extensao a 72 °C. As curvas padrao para
todos os genes foram geradas utilizando diluicbes seriadas de cDNA obtidos a partir
de todas as amostras. A eficiéncia de amplificacdo para cada gene foi obtido na fase
exponencial da curva de amplificacdo usando o software do fabricante. A expressao
do gene foi quantificada utilizando o método de Ct comparativo (AACt). Os dados
sdo mostrados como relagdes normalizadas entre a expressao do gene alvo e a
média geométrica dos genes de referéncia (188). Os experimentos foram realizados
seguindo as orientagcdes MIQE (Minimum Information for Publication of Quantitative
Real-Time PCR Experiments) (189).

4.9 Cultura primaria de macrofagos peritoneais e infeccao in vitro

com L. (V.) braziliensis.

Para avaliar se a secrecdo de cada cepa de L. (V.) braziliensis poderia
modular ou ndo o percentual de infeccdo para células de mamifero, macréfagos
peritoneais murinos foram pré-estimulados ou ndo com secrecdo dos parasitos,
infectados e posteriormente analisados por microscopia e citometria de fluxo. Em
detalhe, macrofagos obtidos por lavado peritoneal de camundongos Swiss, foram
ressuspendidos em meio RPMI suplementado com 10% SFB, 4 mM de L-glutamina
(Sigma-Aldrich), 1000 U/mL de penicilina e 50 pg/mL estreptomicina (HyClone). Os
macréfagos foram quantificados e plaqueados para obter 3x10° macréfagos/poco,
em placas de 24 pocos contendo laminulas de 12 mm, e incubados por 24 h a 37 °C
e 5% de CO2 para adeséao. Estes ensaios foram feitos em colaboracdo com o grupo
do Dr. Rubem Menna-Barreto. Apds aderéncia, as células foram lavadas com PBS,

pH 7,2 e estimuladas ou nao, por 24 h, com 60 pL (~0.6 ug) de meio condicionado
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de secrecdo de cada cepa (disseminada ou cutanea), volume que corresponde ao
que seria secretado por 3x10° parasitos, que por sua vez corresponde a uma relacdo
de infeccdo de 10:1 parasitos/macrofago. Apés a estimulagdo, o meio condicionado
foi retirado e os macréfagos foram novamente lavados com PBS e infectados ou néo
com promastigotas de fase log tardia, da cepa correspondente, na proporcao de
10:1 (parasito:macrofago) durante 3 h. Apos esse periodo, foram realizadas novas
lavagens para retirada dos promastigotas ndo aderidos e os macrofagos foram
incubados por 24, 48 e 72 h. Em cada tempo, os sobrenadantes foram coletados
para analise de citocinas secretadas pelos macréfagos, por citometria de fluxo
conforme descrito adiante, e as laminulas foram utilizadas para os estudos de
microscopia. Estes ensaios foram realizados em triplicata biolégica.

Para as andlises por microscopia, os macréfagos foram corados usando o kit
de coloracdo Pandtico Rapido e o numero de células infectadas, bem como o
numero de parasitos por célula, foram aferidos através de microscopia de luz. Foram
contadas 100 células por laminula, em triplicata técnica, e o nUmero de amastigotas
por célula, no caso dos macrofagos infectados. Além do numero de células
infectadas e numero de parasitos por macrofago, foi avaliada carga parasitaria sobre
os macréfagos mediante o calculo do indice de infeccdo que consiste em multiplicar
o0 numero de células infectadas pelo numero de parasito por célula em cada tempo
(190, 191). A analise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism
5.0. Para analisar as diferencas entre os grupos controle e pré-estimulado foi
aplicado o teste t de Student. Os dados sao apresentados como médias + desvio

padrao.

4.10Anédlise de citocinas secretadas por macrofagos murinos

Os sobrenadantes contendo as secrec¢des dos macréfagos peritoneais foram
coletados em 24, 48 e 72h e analisados por citometria de fluxo, através de Kit CBA
(Cytometric Beads Array) para camundongo (Cat No. 552364, Becton Dickinson,
USA) para a quantificacdo de citocinas relacionadas a perfis pré-inflamatorios e
reguladores anti-inflamatérios, incluindo IL-6, IL-10, MCP-1/CCL2, IFN-y, TNF-a, e
IL-12p70. Os tubos para aquisicdo dos dados foram preparados de acordo com
protocolo do kit: 50 yL de amostra, 50 yL do complexo de Beads magnéticas
especificas para cada citocina e 50 pyL do reagente de detec¢do. Curvas padréo de

deteccdo também foram preparadas para cada citocina. Os tubos foram incubados
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por 2 horas a temperatura ambiente, protegidos da luz. As citocinas foram
posteriormente medidas no canal FL2 do citdbmetro de fluxo FacsCANTO™ (BD,
USA) em colaboragcdo com o Dr. Luiz Ricardo Berbert e os dados foram analisados

no software FCAP Array Software v3.0™.

4.11 Anélise estatistica
A analise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 5.0.

Para analisar as diferencas entre as duas condi¢cfes estudadas foi aplicado o teste t

de Student. Os dados sao apresentados como médias + desvio padrao.

53



5 RESULTADOS

5.1 A viabilidade celular de L. (V.) braziliensis durante os ensaios

de secrecdo esta acima de 97%.

bY

Cepas de L. (V.) braziliensis associadas a manifestacdo clinica cutanea
simples e manifestacédo disseminada foram submetidas aos ensaios de secrecdo em
meio condicionado durante 3 h. Para garantir que, apos esse periodo, as proteinas
encontradas no meio condicionado fossem provenientes de secrecao ativa e nao de
liberacdo por morte celular, a viabilidade dos parasitos foi medida a cada hora por
citometria de fluxo mediante marcacdo com PI. O Pl é um marcador nuclear
fluorescente que se intercala no DNA de células mortas ou em processo de morte e
as quais, portanto, apresentam permeabilidade na membrana celular. A Figura 5.1
apresenta os resultados de viabilidade celular medida para cada cepa durante o
periodo de secrecdo. Estas medicdes foram feitas em cada replicata bioldgica e, em
comparacao com o controle de parasitos permeabilizados, os parasitos de ambas as
cepas apresentaram medias de viabilidade acima de 97% no ponto final do

experimento (apos 3 h de secrecao) (Figura 5.2).
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Figura 5.1. Percentagem de viabilidade celular das cepas de L. (V.) braziliensis. A viabilidade
das cepas durante os ensaios de secrecdo foi medida por citometria de fluxo como descrito na secao
de material e métodos. Plots representativos da viabilidade observada em cada cepa ao longo do
experimento. Controle: parasitos permeabilizados com saponina durante 15 min.
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Figura 5.2. Percentagem de promastigotas marcadas com Pl no experimento de secre¢do. A
viabilidade celular das cepas estudadas foi medida por citometria de fluxo através da marcacdo com
Pl. Os dados representam o percentual médio de parasitos marcados no ponto final do ensaio de
secrecao (apos de 3 horas secretando em meio condicionado). O controle representa promastigotas
permeabilizados com saponina durante 10 min. (***) p<0,0001. As barras representam a média *
desvio padréo.

5.2 O secretoma das duas de L. (V.) braziliensis contem proteinas
secretadas principalmente por vias alternativas envolvendo

exossomos

As proteinas secretadas foram coletadas em quatro ensaios independentes (4
replicatas biolégicas para cada cepa) e processadas até obtencdo dos peptideos
tripticos, os quais foram modificados pela marcacdo iTRAQ para quantificacdo da
abundancia relativa de proteinas. Apds analise por espectrometria de massas foram
obtidos, em média, ~4.200 espectros que corresponderam a 1.176 peptideos
identificados. Ao fazer a busca contra a base de dados de Leishmania e remover as
proteinas redundantes, foram identificadas, por PSM, com FDR de 1%, 252
proteinas presentes nas duas cepas. Destas, 201 (80%) foram identificadas com, no
minimo, dois peptideos, ao passo que 51 (20%) foram identificadas com um Unico
peptideo, sendo esse peptideo Unico (Tabela 5.1). As proteinas identificadas com
apenas um peptideo foram aceitas como confiavelmente identificadas visto que
havia mais de uma evidéncia da sua presenca na amostra (dois ou mais espectros

e/ou dois ou mais estados de carga), seguindo as recomendacdes do desenvolvedor
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do software. Oitenta e cinco por cento das proteinas (85%, 213/252)
corresponderam a proteinas anotadas para L. (V.) braziliensis, ao passo que os 15%
restantes (39/252) corresponderam a proteinas de outras espécies de Leishmania
(Tabela digital 1).

Entre as proteinas identificadas no secretoma de L. (V.) braziliensis,
identificaram-se proteinas secretadas bona fide incluindo GP63, fosfatase acida
secretada, proteina dissulfeto isomerase e o receptor ativado de proteina cinase c,
entre outras. A andlise das proteinas identificadas usando SignalP 4.1 para predi¢cao
de peptideo sinal de secrecdo (secrecdo por via classica) e SecretomeP para
predicdo de secrecao por vias alternativas mostrou que apenas 3.9% (10/252)
devem apresentar peptideo sinal, ou seja, sdo secretadas por via classica, ao passo
gue ~48% (120/252) foram preditas como secretadas por vias alternativas (Figura
5.3 Tabela 5.1). J4 que uma das potenciais vias alternativas de secrecdo que tem
sido descritas na literatura envolve exossomos, analisamos a similaridade das
proteinas aqui identificadas com as proteinas depositadas na base de dados
ExoCarta. Este banco de dados alberga, entre outros, evidéncias de proteinas
secretadas via exossomos nos principais modelos biolégicos (Homo sapiens, Mus
musculus, Rattus novergicus, Drosophila melanogaster, entre outros). Esta andlise
mostrou que ~49% (123/252) das proteinas aqui identificadas sédo secretadas por
exossomos, destas, ~54% (66/123) nao apresentaram predicdo pelo SignalP nem
pelo SecretomeP. Assim, para ~78% (196/252) das proteinas aqui identificadas foi
possivel determinar uma via potencial de secrecdo, ao passo que para ~22%
(56/252) nao foi possivel identificar nenhum sinal de secrec¢éo classico ou alternativo
reconhecido. Estas proteinas podem alcancar o0 espaco extracelular por uma via
ainda nao relatada até o momento (Figura 5.3).

Além disso, a andlise de predi¢do de localizacéo celular usando o servidor TargetP
1.1 mostrou que 5% (13/252) das proteinas identificadas apresentam peptideo sinal,
indicando que sao secretadas, ao passo que 12.7% (32/252) apresentam predi¢cao
para localizacdo mitocondrial. Finalmente, usando o servidor TMHMM encontramos

que 8.7% (22/252) contém predicdo de dominio transmembranal (Tabela 5.1).
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Tabela 5.1. Proteinas identificadas na secrecdo de L. (V.) braziliensis. Proteinas identificadas no meio condicionado de secre¢do das duas cepas de L. (V.)
braziliensis. As proteinas foram identificadas por PSM usando o programa Comet e uma base de dados “customizada” contendo as sequéncias de proteinas de

Leishmania depositadas na base de dados UniProt (~51,000 seqiiéncias, em Janeiro de 2015).

Id Uniprot Nome . Pep.tl'.deos Espegtros Cobertura Pe'pt.ideos agecretome_P |PSignal P |¢Target P| 9TMHMM |cExoCarta
identificados | associados (%) anicos
A4HFH6 Calpain-like cysteine peptidase 25 34 5 25 Exo
A4HGY1 Heat-shock protein hsp70 21 135 34 13 G- (0.54) Exo”
A4HL70 Heat shock protein 83-1 18 98 26 18 Exo
Q2HZY7 Elongation factor 2 18 87 24 18 Exo
AOAO88RIB2 Dipeptidyl-peptidase I, 17 62 27 10 Exo
A4HPQ8 Adenosylhomocysteinase 16 87 37 16 Exo
A4HG638 GP63, leishmanolysin 15 43 22 15 G- (0.64) M(0.74) | NoHelix=1
A4HIIO Heat shlock_ 70-re|ate_d protein 12 70 21 1 M(0.77) Exo
,mitochondrial
-methyltetrahydr royltriglutamate-
A4HIWS 5ho§:oz;::e?n )éds?[r)r:ztﬁzlirzgn::‘:ragf 12 35 18 12 Exo
A4HQ26 Uncharacterized protein 12 28 15 6 G- ((%%52)) G+
A4HT727 Alpha tubulin 11 68 26 11 Exo
A4H618 Aminopeptidase 11 51 27 11 G- (0.58)
Q25225 Probable eukaryotic initiation factor 4A 11 44 25 11 Exo
A4H716 Carboxypeptidase 11 41 25 11 Exo"
A7UFI6 Malate dehydrogenase 11 38 37 11 G- (0.72) M(0.63) Exo
A4HMB3 Aspartate aminotransferase 10 51 24 10
A4H9PO Heat shock protein 10 39 12 10
A4HTT6 Enolase 9 57 27 9 Exo
A4H3T9 Uncharacterized protein 8 68 22 0 Y(0.91) S(0.98)
A4HKT7 Nucleoside diphosphate kinase 8 58 34 0 G+ (0.68) M(0.63) | NoHelix=1 Exo
E9JUH4 Trypanothione reductase 8 36 12 2 Exo
A4HPA3 Tyrosine aminotransferase 8 36 25 8
A4H5Q8 Oligopeptidase b 8 27 10 8
A4HTK5 Uncharacterized protein 8 23 27 8 G- (0.85)
A4HN85 Poly(A)-binding protein 2 8 14 12 8 G- (0.69) Exo”
A4H5R9 Calmodulin 7 39 49 7 Exo
A4H746 40S ribosomal protein S12 7 33 44 7 M (0.60) Exo

58




A4HF12 Thimet oligopeptidase 7 33 13 4 Exo
A4HM16 Uncharacterized protein 7 29 2 0
A4HCL7 Peroxidoxin 7 23 24 4 M (0.78) M(0.81)
A4HIF9 Aconitate hydratase 7 21 8 7 M(0.61)
A4HB43 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 7 20 24 7 M (0.61) NoHelix=1 Exo
[NAD(+)]
A4HIYO Paraflagellar rod protein 1D 7 20 14 7
AOA088RMD6 Paraflagellar rod protein 2C 7 19 12 2
ESAWEO T-complex protein 1 subunit gamma 7 19 13 7 M(0.61) Exo
A4HE10 Uncharacterized protein 7 16 19 5
AOA088RUF5 Glucose-regulated protein 78, 7 8 12 5 Y(0.83) S(0.97) | NoHelix=1 Exo
A4HAJ7 Translation elongation factor 1-beta 6 34 21 1 G- Egg% M Exo
A4HQG9 Histidine secretory acid phosphatase 6 33 16 0 Y(0.71) S(0.70) Exo
A4HM36 Pyruvate kinase 6 31 12 0 M(0.54) Exo
A4HAXS5 Uncharacterized protein 6 30 27 6 G- (0.58)
AOA088SAQ9 Triosephosphate isomerase 6 28 26 6 Exo
A4HBF2 14-3-3 protein 6 27 30 6 Exo”
AOA088S1G0 Proteasome alpha 1 subunit, 6 27 21 6 Exo
A4HB79 Tryparedoxin peroxidase 6 25 14 4
A4HTH9 Uncharacterized protein 6 24 35 6
A4HKX6 Dihydrolipoyl dehydrogenase 6 23 15 6
A4HFU7 Uncharacterized protein 6 23 19 6 (é?; 8S(3())I\S3IS()0%+3)
AOA088S299 Phosphomannomutase, 6 22 27 3 Exo
A4HQIS 2,3-bisphosphoglycerate-independent 6 20 16 6 Exo
phosphoglycerate mutase
A4HBV4 Elongation factor 1-alpha 6 20 12 6 G- (0.56) Exo
A4HMF2 Ubiquitin-conjugating enzyme e2 6 20 41 6 ((?84(,())1\31()0G8+3) Exo
A4HIV3 Phosphoglycan beta 1,3 6 17 7 3 M(0.55)
galactosyltransferase 5
A4HKX?2 T-complex protein 1 subunit alpha 6 14 12 6 M(0.71)
AOA088RKB9 Argonaute/dicer protein-like protein 6 8 5 2 G- (0.50)
A4HFB9 Polyubiquitin, 5 44 6 0
AOAOSBRSBS Translationally (Eggt;%”fd tumor protein 5 37 21 5 Exo
AOA088S0Y7 Cystathione gamma lyase, 5 33 12 5
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A4HIT4 Proteasome alpha 7 subunit 5 29 16 5 Exo
A4HC34 Proteasome subunit alpha type 5 28 25 5 G- (0.67) Exo
A4H5S5 Elongation factor-1 gamma 5 20 15 5 Exo
A4H6Z3 NADH:flavin oxidoreductase/NADH oxidase 5 20 16 5
A4HP29 Proteasome subunit beta type 5 20 19 5 G- (0.52)
AOA088RH85 Uncharacterized protein 5 15 38 5
A4HDD4 Malic enzyme 5 14 9 5 M (0.63) M(0.70) Exo
A4HFB2 Uncharacterized protein 5 14 15 5 Y(0.58) S(0.95) | NoHelix=1
A4HNZ5 Transitional endoplasmic reticulum ATPase 5 13 8 3
A4H734 Uncharacterized protein 5 13 25 1 (O(Jj 62(3())&5()0(36;1)
A4HLU3 Udp-glc 4'-epimerase 5 12 13 4 M(0.51) Exo
AOA088RU16 Heat shock protein DNAJ, 5 10 14 2 G- (0.74) Exo
A4H9H6 Uncharacterized protein 5 10 11 2 M (0.67)
A4HFQ8 Arginyl-tRNA synthetase 5 8 7 5 Exo
E9AIQ3 T-complex protein 1 subunit delta 5 8 7 5 M(0.61)
AOAO88RZES8 Thiol-dependent reductase 1 5 8 15 5 M (0.60) M(0.52)
A4AHFQ7 Uncharacterized protein 5 8 12 5
A4HDJO IgE-dependent histamine-releasing factor 4 31 21 1
) ] ] G- (0.93) G+
A4HE26 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 4 29 24 3 (0.84)
A4HLC9 Beta-tubulin 4 24 9 0 Exo
A4HCN4 Endoribonuclease L-PSP (Pb5) 4 23 25 4 G- (0.75)
A4HHC7 Tryparedoxin 4 22 34 4 G- Egé% M
A4HH52 Cofilin-like protein 4 20 28 4 M (0.73) Exo
P11718 Probable proton ATPase 1A 4 20 3 3 G+ (0.86) NoHelix=8
A4H8B2 Proliferating cell nuclear antigen 4 19 17 4 M (0.77) M(0.48) Exo
A4H8J8 Transaldolase 4 16 16 4 Exo
A4HNB5 Uncharacterized protein 4 15 15 4
A4HDZ2 RNA-binding protein, UPB1 4 14 21 0 G- ((%%‘?) G+ Exo
A4H907 Uncharacterized protein 4 14 42 0 G- ((%%é)) G+
A4AHAA2 Peptidylprolyl isomerase-like protein 4 13 9 4 G- (0.52) Exo
A4HEZ3 Prefoldin-like protein 4 13 21 4 Exo
A4H8V8 Receptor-type adenylate cyclase b 4 13 2 4 M(0.46) | NoHelix=2
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A4H537 Splicing factor ptsril-like protein 4 13 11 4 G- (0.79) M(0.91)
E9AIES 1,2-d|hydroxy-3-_keto-5-methylth|0pentene 4 11 15 4
dioxygenase
A4HLEG 40S ribosomal protein S3 4 11 15 4 Exo
AOAO088RNE?2 Aminopeptidase, 4 10 9 3 M (0.60)
A4HGI6 Haloacid dehalogenasg-llke hydrolase-like 4 10 13 4 Exo
protein
A4H3I2 Delta-1-pyrroline-5-carboxylate 4 9 8 4 G- (0.79)
dehydrogenase
AOA088S3N5 Dienelactone hydrolase, 4 9 21 3 G- (0.79)
A4HLJ9 Mitogen activated protein kinase 4 9 12 4 Exo
A4HGX7 Activated protein kinase c receptor (LACK) 4 8 14 0 G- ((%%81)) G+ Exo™
A4HNS57 T-complex protein 1, eta subunit 4 8 7 4 Exo
A4HQL2 T-complex protein 1, theta subunit 4 8 7 3
A4HBH9 Phosphoglycerate kinase 4 7 8 4 NoHelix=1 Exo
A4H367 Ribosomal protein S7 4 7 18 0 G- Eggzg M M(0.56) Exo
A4H3X8 Spermidine synthase 4 7 14 4 Exo
A4HD32 Alanine racemase 4 5 24 4 M (0.65)
AOA088RXU6 Uncharacterized protein 4 4 4 4
AOA088RRPO Uncharacterized protein 3 22 23 3 G- ((%'5827)) G+
A4HEQ5 Eukaryotic initiation factor 5a 3 21 19 3 G- ((%88%)) G+ Exo
A4H440 Surface antigen-like protein 3 21 17 0 Y(0.93) S(0.95) | NoHelix=1
A4HKH1 Superoxide dismutase 3 20 18 0 G- ((%%Aé)) G+ Exo
AOA088SL38 60S ribosomal protein L10a, 3 18 10 1 M (0.71) Exo
A4HLAL Uncharacterized protein 3 16 29 3
AAHEA3 2,4-dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic acid 3 14 13 3 M (0.66)
aldolase
A4HNY6 Fructose-bisphosphate aldolase 3 14 8 3 M(0.58) Exo
AAHITT Prostaglandin f2-alpha synthase/D-arabinose 3 14 15 3 Exo
dehydrogenase
A4HMA7 Proteasome activator protein pa26 3 14 12 3
] ] G- (0.80) M
A4H7S1 Uncharacterized protein 3 14 16 0 (0.72)
A4HNPO Proteasome beta 2 subunit 3 13 11 3 G+ (0.75) NoHelix=1 Exo
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A4HIL9 Uncharacterized protein 3 13 37 2 M (0.78)

AOAO88RTT3 Nucleoside 2-deoxyribosyltransferase, 3 12 30 1
A4HK65 Uncharacterized protein 3 12 7 2 ((f 75?32()0%2) M(0.60)
A4HMT77 40S ribosomal protein S3a 3 11 10 2 Exo
A4H3Y8 60S ribosomal protein L10 3 10 18 3 M (0.69) Exo
A4HACS S-methyl-5'-thioadenosine phosphorylase 3 10 9 3 G- (0.65) Exo
A4HMK9 60S ribosomal protein L5 3 9 6 2 G- (0.60) Exo
A4H9Q9 Nonspecific nucleoside hydrolase 3 9 16 3
A4HCI2 Ca2+-binding EF-hand protein 3 9 19 0 Exo”
Q95VSs9 Centrin 3 9 19 0
Q4QG31 40S ribosomal protein S4 3 8 7 3 Exo
A4H519 40S ribosomal protein S9 3 8 16 0 Exo

Branched-chain amino acid

A4HFYO aminotransferase 3 8 8 3 G- (0.51) M(0.69)

AOA088RQ0O7 La RNA binding protein, 3 8 6 3 G- (0.87)
A4HQJI7 Prolyl oligopeptidase 3 8 5 3 (é’j 7%'&5()0(3;1)
A4H5R5 Uncharacterized protein 3 8 8 3
A4HAD7 Uncharacterized protein 3 8 5 1 G- (0.90)
A4HI166 Importin subunit alpha 3 7 8 3 M (0.68) Exo
A4HHL6 Rab-GDP dissociation inhibitor 3 7 8 3 Exo
A4HJ88 Biotin/lipoate protein ligase-like protein 3 6 13 3
A4HTP6 Immunodominant antigen 3 6 4 3
A4HCV5 Uncharacterized protein 3 6 7 3 Y(0.51) S(0.93) | NoHelix=1
E9AV10 Uncharacterized protein 3 6 4 1 M (0.88)

AOAO88RL85 Chaperonin TCP20, 3 5 6 3 Exo”
A4HJIY8 Glycylpeptide N-tetradecanoyltransferase 3 5 10 3
A4HTHA4 Inosine-guanine nucleoside hydrolase 3 5 5 2 M (0.75)
A4HF40 Uncharacterized protein 3 5 3 3
A4H873 60S ri [ G-(0.95) M

ribosomal protein L6 3 4 21 0 (0.63) M(0.7)) Exo

A4HQL6 Protein disulfide-isomerase 3 3 5 3 Y(0.85) S(0.97) Exo”
A4HHD6 Uncharacterized protein 3 3 5 3
A4HMZ8 Uncharacterized protein 3 3 15 3 G- (0.61) M(0.41)
A4H951 META domain containing protein 3 3 5 2

AOA088RI51 20S proteasome beta 6 subunit, 2 11 11 2 G- (0.87) G+ Exo
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(0.72)

Q8MUS50 Thiol-specific antioxidant protein 2 11 11 0 M (0.61)
A4HDT2 60S ribosomal protein L12 2 10 13 0 G- Eggg; M Exo
044010 60S acidic ribosomal protein P2 2 9 20 2
A4HK20 ATP-dependent RNA helicase 2 9 3 2 G- (0.79)

AOAO088RPK9 20s proteasome beta 7 subunit, 2 8 5 2
A4HTES Ubiquitin-conjugating enzyme-like protein 2 8 17 2 G- Eggég M Exo”
A4HMQ9 Aminopeptidase P 2 7 4 2 M(0.47) Exo
A4HNL3 Histone H4 2 7 11 0 M (0.89) M(0.69) Exo
A4HCQ1 NADP-dependent alcohol dehydrogenase 2 7 5 2 Exo

Nascent polypeptide-associated complex G- (0.93) G+ n
A4HPPS subunit beta 2 ! 25 1 (0.78) M (0.65) Exo
A4H8B1 Glutaminyl-tRNA synthetase 2 6 3 2 M(0.64) Exo
A4HLW5 Isocitrate dehydrogenase [NADP] 2 6 5 2 Exo
A4HAQ2 Nucleosome assembly protein 2 6 3 2 Exo
A4HI52 p22 protein 2 6 10 2 G- (0.73)
r . G- (0.95) G+

EQAIL2 Phosphatase-like protein 2 6 8 2 (0.87) M (0.75)
A4HQC5 Uncharacterized protein 2 6 3 2 G- (0.60)
A4HIC6 Uncharacterized protein 2 6 4 0 G- ((%33;)) G+
Q4Q9A5 40S ribosomal protein S16 2 5 7 2 G- Eg'gg; M Exo
A4H6M6 Pyruvate phosphate dikinase 2 5 2 2
A4HFKO Small GTP-binding protein Rab1l 2 5 12 2 G- ((%Eé?) G+ Exo”
A4HC80 Uncharacterized protein 2 5 3 2 G- (0.52)
A4HOW3 40S ribosomal protein S2 2 4 5 0 M (0.64) Exo
A4HQ28 40S ribosomal protein SA 2 4 8 2 Exo
A4H745 60S ribosomal protein L18 2 4 8 0 G- (0.56) Exo
A4HBH9 Aspartate carbamoyltransferase 2 4 6 2
A4HBRO Cytochrome ¢ 2 4 24 0 G- (0.92) Exo
A4HCI3 1/6 autoantigen-like protein 2 4 10 2
A4HGN5 Replication factor A, 51kDa subunit 2 4 5 2 G- (0.73)
A4HTT3 Uncharacterized protein 2 4 7 2
A4H491 Uncharacterized protein 2 4 13 2
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G- (0.91) M

A4H3R3 40S ribosomal protein S19 protein 2 3 11 0 (0.73) Exo
E9ATZ6 isoleucyl-tRNA synthetase 2 3 1 2 NoHelix=2 Exo
AOA088S416 PAB1-binding protein, 2 3 7 2 G- ((%8982)) G+ Exo
A4HLUO Uncharacterized protein 2 3 2 2
A4HHN3 Uncharacterized protein 2 3 9 1 M (0.63)
AOA088SF64 Uncharacterized protein 2 3 6 1
A4HKK5 Uncharacterized protein 2 3 2 2 M (0.67)
AOAO8BRTU7 Amino acid permease, 2 2 3 2 G"((()Oé%?) M M(0.62) | NoHelix=10
AOAO88S3S?2 Eukaryotic translatlop initiation factor 3 5 5 3 5 Exo
subunit 8,
A4HCM4 GDP-mannose pyrophosphorylase 2 2 7 2 M (0.62) M(0.45) Exo
AAHEV] Glycosomal phosphoenolpyruvate > 2 3 1 Exoh
carboxykinase
A4HPQ1 Glycyl tRNA synthetase 2 2 5 0 Exo
A4HE17 Prefoldin subunit 4 2 2 16 0 Exo
Q4Q504 Ribosomal protein L27 2 2 12 2 G- Eggg M Exo
A4HCO4 RNA helicase 2 2 5 2 Exo”
A4H5F0 Stress-induced protein stil 2 2 4 2
A4HHAG Uncharacterized protein 2 2 5 2
E9B6M3 Uncharacterized protein 2 2 10 2 G- Eggg; M
A4H5I17 Uncharacterized protein 2 2 3 2 M (0.66)
A4HIR8 UV excision repair RAD23-like protein 2 2 4 2 G- (0.92)
A4HIP3 Uncharacterized protein 1 7 3 1 G- (0.94)
A4HK69 60S ribosomal protein L18a 1 6 7 1 G- Eg'gg M Exo
A4H673 Nuclear transport factor 2 1 6 10 1 G- (0.61) Exo
A4HK56 RNA binding protein 1 5 8 1 G- (0.96)
A . G- (0.92) G+ R
A4H5B4 Small ubiquitin protein 1 5 10 1 (0.66) M (0.84) Exo
A4HPG1 Succinyl-CoA ligase subunit beta 1 5 3 1 M(0.71) Exo
A4HI30 4-methyI-S(Beta-hydroxyethyl)-th|a_zole 1 4 6 1 M (0.66)
monophosphate synthesis protein
S . G- (0.59) G+ o
E9AI48 60S acidic ribosomal protein 1 4 10 1 (0.79) S(0.71) | NoHelix=1
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A4H500 60S ribosomal protein L7a 1 4 5 1 G- (0.69) Exo
A4HCHS8 Farnesyl pyrophosphate synthase 1 4 3 1 Exo
A4HI39 Uncharacterized protein 1 4 8 1 M (0.72)
AOA088SHU9 Uncharacterized protein 1 4 3 1 G- ((%g;?) G+ NoHelix=1
A4HT76 Uncharacterized protein 1 4 2 1 G- ((%%%)) G+ M(0.57)
A4H414 Uncharacterized protein 1 4 4 1 G- ((%%57)) G+
AOAO88RIT1 Qc-SNARE protein, 1 4 7 1 NoHelix=1
A4H570 Vesicle-associated membrane protein 1 4 7 1 NoHelix=1 Exo”
A4HMM1 40S ribosomal protein S6 1 3 4 1 G- Eg?gg M Exo
AAHGTS Eukaryotic translatlor) initiation factor 3 1 3 3 1 S(0.61) Exo
subunit E
A4HAGA Importin beta-1 subunit 1 3 1 1 M (0.73) Exo
043968 Kinetoplastid membrane protein-11 1 3 10 1 G- Eg;?; M
A4HPC5 Membrane-bound acid phosphatase 2 1 3 2 1 Y(0.88) S(0.92) | NoHelix=2
A4HNJO p21 antigen protein 1 3 5 1
A4HON1 Prolyl-tRNA synthetase 1 3 2 1 Exo
. . G- (0.70) M
E9AIL3 Ribosomal protein S11 homolog 1 3 5 1 (0.78) Exo
A4HFW1 Trypanothione synthetase 1 3 2 1 Exo
A4HB17 Uncharacterized protein 1 3 1 1
A4HH33 Uncharacterized protein 1 3 3 1 G- (0.93)
A4H605 Uncharacterized protein 1 3 2 1 G+((()Oéid)') M NoHelix=8
A4HJIC7 Uncharacterized protein 1 3 1 1 Y(0.57) S(0.93) | NoHelix=1
A4HEBS5 Uncharacterized protein 1 3 7 1 M (0.67)
A4HHP5 60S ribosomal protein L13 1 2 5 1 G- (0.90) Exo
A4HAJ9 60S ribosomal protein L13a 1 2 8 1 G- (?(5567)) M Exo
A4HML2 60S Ribosomal protein L36 1 2 13 1 M (0.64) Exo
A4H144 Adenosine kinase 1 2 3 1 Exo
A4HBA47 Amastin-like protein 1 2 5 1 G+ (0.94) S(0.97) | NoHelix=4
A4HETS8 Asparagine synthetase a 1 2 2 1 Exo
A4H4S0 Deoxyribose-phosphate aldolase 1 2 4 1 Exo
EQAIS3 Dihydroorotate dehydrogenase 1 2 5 1 M (0.6)
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Eukaryotic translation initiation factor 3

A4HNN3 ; 1 2 2 1 M (0.64) Exo
subunit L
A4HNU9 Eukaryotic translation initiation factor 6 1 2 4 1 Exo
A4HBL6 Flagellar calcium-binding protein 1 2 6 1
A4HMU1 Galactokinase-like protein 1 2 3 1 M (0.69) Exo
A4HAP2 NLI-interacting factor 1 2 3 1 M (0.89) M(0.72)
o ] G- (0.95) G+
A4HT7C7 Programmed cell death 6 protein-like protein 1 2 4 1 (0.81) M (0.87) Exo
A4HIX1 Uncharacterized protein 1 2 3 1 Y(0.58) S(0.96) | NoHelix=2
A4HDP1 Uncharacterized protein 1 2 11 1 G- ((%S;Aé)) G+
A4HNO4 Uncharacterized protein 1 2 1 1 M(0.60)
A4HB74 Uncharacterized protein 1 2 4 1 G- (0.66)
A4HAGS Uncharacterized protein 1 2 3 1
Calpain-like cysteine peptidase, Clan CA,
Q4QCs4 family C2 1 2 7 1 Exo
EQAIH7 Uncharacterized protein 1 2 7 1 G+ (0.50)

@ SecretomeP 2.0, servidor usado para predicdo de secre¢do de proteinas por vias alternativas. As sequéncias de proteinas foram analisadas usando o algoritmo
para bactérias Gram-positivas (G+) e Gram-negativas (G-) e o algoritmo para mamiferos (M).O nimero entre parénteses indica o valor do score preditivo.
bSignal P, servidor usado para predicdo de peptideo sinal, indicativo de secregéo por via classica. Y: proteina com peptideo sinal N-terminal; o nimero entre
parénteses indica o valor do score preditivo
cTargetP, servidor para predi¢édo de localizagéo celular. S e M fazem referéncia a predi¢éo de peptideo sinal N-terminal e localizagao mitocondrial, respectivamente.

Os numeros entre parénteses correspondem ao NN-score para cada predicao.
ITMHMM, servidor para predicdo de hélices transmembrana,

eExoCarta, base de dados que reporta proteinas secretadas por exossomos. Exo indica as proteinas secretadas por exossomos, determinado por similaridade de
sequéncia com as proteinasde diversos modelos biolégicos. Exo™ faz referéncia a proteinas que poderiam ter similaridade com proteinas do banco de dados da

ExoCarta.
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m Signal P - Exo (3/252)
Signal P (7/252)

m Secretome P - Exo (54/252)
Secretome P (66/252)

m Exo (66/252)

® Nenhum (56/252)

Figura 5.3. Predicdo de via de secre¢do para as proteinas identificadas no secretoma de L. (V.)
braziliensis. Proteinas com predicdo pra secrecao via classica (Signal P), via alternativa (Secretome
P), via alternativa-exossomal (SecretomaP-exo0), via exosomal excusiva (Exo) e sem predicéo.

Das 252 proteinas identificadas, 56 (22%) correspondem a proteinas ainda
nao caracterizadas. Para cada uma das 56 proteinas ndo caracterizadas, foi feita
uma predicdo de dominios funcionais utilizando o servidor Pfam 27.0

(http://pfam.xfam.org/) (175) e encontramos que foi possivel predizer pelo menos um

dominio funcional para alguma regido da proteina em ~45% dos casos (25/56). Entre
esses dominios destacamos proteinas de choque térmico, tioredoxina, fosfatases,
entre outros (Tabela 5.2). O resultado da predicdo de dominios € apresentado na
tabela 5.2.
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Tabela 5.2. Predicdo de dominios funcionais para as proteinas ndo caracterizadas de
Leishmania (Viannia) braziliensis. As proteinas identificadas na secrecdo de L. (V.) braziliensis
como “proteinas ndo caracterizadas” foram submetidas a uma analise de predicdo de dominios
funcionais usando o servidor Pfam 27.0.

ch:r(?idpirgoot Dominio 1 Pfam Dominio 2 Pfam
AOA088RXU6 Staphylococcal nuclease homologue (SNase) TUDOR

A4H5R5 Metal binding residues (UPF0160)

A4H605 Amastin

A4H734 Alba

A4H7H9 Small redox proteins (Thioredoxin_8)

A4H7K5 he Nh-éi:r(;?;?h?{)Bg%?ggﬂg?ﬁggﬁ;‘e ¢ CS domain is a binding module for HSP90

A4H7S1 p25-alpha

AAHTT3 D-isomer specific g-hydroxyacid dehydrogenase,

NAD binding domain (PF02826)

A4H907 The Acyl-CoA-binding protein (ACBP)

A4HIC6  Activator of Hsp90 ATPase, N-terminal (Ahal_N)  “ctivator of H;r%?gi r/f(TAP:;eAr)c’mo'og 1-like

A4HIHG6 The HEAT repeat domain (HEAT_2)

A4HAD7 DUF families (DUF1935)

A4HAX5 Alba

A4HB74 The ankyrin repeat domains (Ank_2)

A4HE10 Protein phosphatase 2C (PP2C)

A4HFQ7 The K Homology (KH) domain binds RNA (KH_1)

A4HH33 Tetratricopeptide repeat (TPR_11)

A4HHAG Family of potential enzymes (DinB_2) Formglr(\];)g/(r:]ijr;e(-ggn; rsegi?eg;uelgatase

A4HHD6 HSP70

A4HI39 Prefoldin_2

A4HM16 Opioid growth factor receptor (OGFr_lII)

A4HNBS CS domain is a binding module for HSP90

A4HQCS Middle domain ?;(Ie:tigr(y,\(/l)lt:;igi)tiation factor 4G

E9AIH7 DUF families (DUF1935)

E9B6M3 Replication factor A (Rep_fac-A_3)

5.3 As proteinas secretadas por L. (V.) braziliensis estéo

envolvidas principalmente em atividades cataliticas

As 252 proteinas identificadas foram agrupadas nas principais categorias
ontoldgicas de processo bioldgico, fungcdo molecular e componente celular usando o
modulo GOEx do PatternLab. Foi possivel classificar 71% (180/252) das proteinas

identificadas em alguma das trés categorias ontolégicas, ao passo que ~29%
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(72/252) das proteinas nédo tiveram nenhuma classificacdo associada (Figura 5.4).
Foi possivel determinar algum processo biolégico para ~43% (107/252) das
proteinas e dentre estas, 34% participariam em processos celulares e 34% em
processos metabdlicos (Figura 5.5A). A categoria de componente celular agrupa
43% das proteinas identificadas como componentes citoplasmaticos celulares e 25%
como parte de complexos macromoleculares (Figura 5.5B). Por fim, a categoria de
funcdo molecular indica que a maioria das proteinas agrupa-se nas subcategorias
associadas a atividade catalitica (44%) e/ou ligacdo (40%) (Figura 5.5C).

Figura 5.4. Distribuicdo da classificacdo ontoldgica das proteinas secretadas por cepas de L.
(V.) braziliensis. Proteinas secretadas por promastigotas das duas cepas foram classificadas nas
trés principais categorias ontologicas usando o médulo GOEXx do PatternLab.
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Figura 5.5. Classificagao ontologica para as proteinas identificadas na secregdo de Leishmania (Viannia) braziliensis. As proteinas foram classificadas em
trés categorias, (A) processo biolégico, (B) componente celular e (C) Fungédo molecular.
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Dentre a classificacdo ontologica feita para as proteinas identificadas, foi
possivel focar em algumas categorias como, por exemplo, resposta ao estresse,
degradacdo proteica, sintese proteica, entre outras, as quais resultam interessantes
para o estudo das primeiras interacfes do parasito com as células hospedeiras.
Desta forma, 94 proteinas foram classificadas em seis categorias diferentes: (i)
resposta ao estresse e enovelamento de proteinas, (i) proteinas associadas a
metabolismo de carboidratos, (iii) aminoacidos e (iv) nucleotideos, (v) proteinas
envolvidas na degradacao proteica e (vi) proteinas envolvidas na sintese proteica.
Na resposta ao estresse e a dobramento de proteinas, por exemplo, foram
encontradas 18 proteinas entre as quais estdo cinco proteinas de choque térmico
incluindo Heat shock 70-related protein 1 (A4HIIO) e Heat-shock protein hsp70
(A4AHGY1) (Tabela 5.3). No caso de proteinas envolvidas na degradacao proteica
foram identificadas 17 incluindo peptidases reconhecidas por seu papel na
viruléncia, como a GP63. De igual modo foram identificadas 35 proteinas associadas
a traducdo e sintese de proteinas, a maioria das quais é secretada por via

exossomal.

Tabela 5.3. Proteinas identificadas na secrecdo de L. (V.) braziliensis e classificadas em
processos relevantes na interagcdo parasito-hospedeiro.

Uniprot Namero
Caodigo Nome de
Peptideos
Proteinas envolvidas na resposta ao estresse e pregamento de proteinas
AOAO088RUF5 Glucose-regulated protein 78, 7
A4HII0 Heat shock 70-related protein 1,mitochondrial 12
A4HIPO Heat shock protein 10
A4HL70 Heat shock protein 83-1 18
AOA088RU16 Heat shock protein DNAJ, 5
A4HGY1 Heat-shock protein hsp70 21
A4HKX2 T-complex protein 1 subunit alpha 6
E9AIQ3 T-complex protein 1 subunit delta 5
E9AWEO T-complex protein 1 subunit gamma 7
A4HN57 T-complex protein 1, eta subunit 4
A4HQL2 T-complex protein 1, theta subunit 4
A4H879 Tryparedoxin peroxidase 6
A4HKH1 Superoxide dismutase 3
E9JUH4 Trypanothione reductase 8
A4HHC7 Tryparedoxin 4
A4HFW1 Trypanothione synthetase 1
A4HCL7 Peroxidoxin 7
AOAO88RZES Thiol-dependent reductase 1 5
Proteinas envolvidas na degradacéo protéica

AOAO088RI51 20S proteasome beta 6 subunit, 2
A4H6I8 Aminopeptidase 11
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A4HMQO
A4HFH6
Q4QCS4
A4H716

AOAO8SRIB2
A4H638
A4H5Q8
A4HIV3
A4HQI7
A4HMAT
A4HOT4
A4HNPO
A4HC34
A4HP29
A4HF12

A4HQIS
A4HTT6
A4HNY6
A4HMU1L
A4H643
A4HFV1
A7UFI6
A4HCQ1
A4HBH9
AOA088S299
A4HM36
A4HBM6
A4H8J8
AOA088SAQ9
A4HLU3

A4HQGO
A4HIQ9
AOAOSBRTT3
A4HKT7
A4H4C5

A4HPQS8
A4HMB3
AOA088S0Y7
A4H3J2

A4HT46
Q4Q9A5
A4H3R3
A4HOW3
A4HLES
A4HMT77
Q4QG31
A4HMM1

Aminopeptidase P
Calpain-like cysteine peptidase
Calpain-like cysteine peptidase, Clan CA, family C2
Carboxypeptidase
Dipeptidyl-peptidase I,

GP63, leishmanolysin
Oligopeptidase b
Phosphoglycan beta 1,3 galactosyltransferase 5
Prolyl oligopeptidase
Proteasome activator protein pa26
Proteasome alpha 7 subunit
Proteasome beta 2 subunit
Proteasome subunit alpha type
Proteasome subunit beta type
Thimet oligopeptidase

Proteinas envolvidas no metabolismo de carboidratos
2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase
Enolase
Fructose-bisphosphate aldolase
Galactokinase-like protein
Glycerol-3-phosphate dehydrogenase [NAD(+)]
Glycosomal phosphoenolpyruvate carboxykinase
Malate dehydrogenase
NADP-dependent alcohol dehydrogenase
Phosphoglycerate kinase
Phosphomannomutase,

Pyruvate kinase
Pyruvate phosphate dikinase
Transaldolase
Triosephosphate isomerase
Udp-glc 4'-epimerase
Metabolismo de nucleotideos fosfato
Histidine secretory acid phosphatase
Nonspecific nucleoside hydrolase
Nucleoside 2-deoxyribosyltransferase,
Nucleoside diphosphate kinase
S-methyl-5'-thioadenosine phosphorylase
Metabolismo de aminoé&cidos
Adenosylhomocysteinase
Aspartate aminotransferase
Cystathione gamma lyase,
Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase
Proteinas envolvidas na tradugéo e sintese protéica
40S ribosomal protein S12
40S ribosomal protein S16
40S ribosomal protein S19 protein
40S ribosomal protein S2
40S ribosomal protein S3
40S ribosomal protein S3a
40S ribosomal protein S4
40S ribosomal protein S6
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A4H519 40S ribosomal protein S9 3
A4HQ28 40S ribosomal protein SA 2
E9AI48 60S acidic ribosomal protein 1
044010 60S acidic ribosomal protein P2 2
A4H3Y8 60S ribosomal protein L10 3
AOA088SL38 60S ribosomal protein L10a, 3
A4HDT2 60S ribosomal protein L12 2
A4HHP5 60S ribosomal protein L13 1
A4HAJ9 60S ribosomal protein L13a 1
A4H745 60S ribosomal protein L18 2
A4HK69 60S ribosomal protein L18a 1
A4HML2 60S Ribosomal protein L36 1
A4HMK9 60S ribosomal protein L5 3
A4H873 60S ribosomal protein L6 3
A4H500 60S ribosomal protein L7a 1
A4HFQS8 Arginyl-tRNA synthetase 5
A4HB8V4 Elongation factor 1-alpha 6
Q2HZY7 Elongation factor 2 18
A4H5S5 Elongation factor-1 gamma 5
A4HCN4 Endoribonuclease L-PSP (Pb5) 4
A4HEOS5 Eukaryotic initiation factor 5a 3
AOA088S3S2 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 8, 2
A4HGTS Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E 1
A4HNN3 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit L 1
A4HNU9 Eukaryotic translation initiation factor 6 1
Q25225 Probable eukaryotic initiation factor 4A 11
A4HAJ7 Translation elongation factor 1-beta 6

5.4 Moonlighting proteins: proteinas secretadas por L. (V.
braziliensis podem ter multiplas funcdes diferentes no espaco
intracelular e extracelular

Muitas das proteinas identificadas no secretoma de L. (V.) braziliensis apresentam
uma funcdo canbnica no ambiente intracelular e, portanto, sua presen¢a no meio de
secrecdo € intrigante. Com o objetivo de fazer uma primeira aproximacdo as
possiveis funcbes destas proteinas no espaco extracelular e para determinar se
poderiam estar envolvidas em mais de uma tarefa, foi feita uma comparacdo com o
banco de dados disponivel para proteinas reconhecidas como multitarefa
(Moonlighting proteins) para outros organismos. Foram aceitas proteinas cuja
similaridade obteve score superior a 60 e cobertura maior que 60%. Encontramos
gque 22/252 proteinas identificadas tém similaridade com algumas das 288 proteinas
disponiveis no banco de dados de proteinas multitarefa (Tabela 5.4). Algumas das

proteinas identificadas no secretoma de L. (V.) braziliensis tém similaridade com
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mais de uma proteina presente no banco de dados (Tabela 5.4) e, para estas tem

sido associada mais de uma fungéo.
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Tabela 5.4. Proteinas identificadas no secretoma de L. (V.) braziliensis que apresentam fung¢des multiplas. As proteinas com

reconhecidas por similaridade com proteinas depositadas no banco de dados de proteinas moonlight.

funcdo mudltipla foram

are toxic to biological systems

(G2UMZ1)

Cod Leishmania Nome Via de secregédo Funcé&o candnica Organismo (Cod. Uniprot) | Blast cobertura Eclgfé Funcé&o Moonlighting*
A4HCL7 Peroxidoxin Alternativa 1-Cys Peroxiredoxin (peroxidase) Homo sapiens (P30041) 96% 241 Phospholipase aiPLA2
Doom homeostasis /
IREBP: Iron-responsive
Catalyses the stereo-specific Homo sapiens (Q71UF1) 87% 193 element-binding protein
A4HIF9 Aconitate hydratase isomerization of citrate to isocitrate (cytosol), mtDNA
via cis-aconitate (TCA cycle) maintenance
(mitochondrion)
Homo sapiens (P21399) 87% 193 mRNA binding protein
Stimulates CD8 lymphocyte
chemokine production -
Stimulates monocyte
Chaperone: Prevents misfolding chemokine synthesis and
. and promotes the refolding and . . dendritic cell maturation b
A4HII0 Heat shlock_t70;1relac¢]te_dlproteln Exo pro?)er assembly of unfol%ed Mycobactgr(l)in;élébercuI05|s 92% 595 binding CD40 - Binds toy
smitochondria polypeptides generated under stress ( ) HIV coreceptor CCRS5 -
conditions Competes with HIV for
binding to CCR5 -
Plasminogen binding
protein
Homotypic vacuole fusion,
Mitochondrial tRNA import
Saccharomyces cerevisiae 96% 478 (Assists mitochondrial
(P00924) import of tRNAsLys / DNA
binding / Lens crystallin
protein in turtles)
Conversion of 2-phosphoglycerate to It has neurotrophic and
A4HTTE Enolase Exo phosphoenolpyruvate (Glycolysis) neuroprotective effects on
Rattus norvegicus (& Homo 96% 478 rather a broad spectrum of
sapiens) (P07323) neurons in the central
nervous system (promotes
cell survival)
MVCOp'?Egjﬁg;e”ta”S 96% 478 Plasminogen binding
. Converts phosphoenolpyruvate Lactococcus lactis subsp. L. lactis cell surface protein
A4HM36 Pyruvate kinase Exo (PEP) to pyruvate (glycolysis) lactis (D2BRB9) 91% 297 that binds to yeast mannan
AAHCLT Peroxidoxin Alternativa Cytopla(ilsargrlgxpi)g;zﬁ)redoxm Sacchar(zgﬁ%/‘(‘r:;eg (;:)erewsuae 96% 241 Chaperon jplitfzsphollpase
Adhesin, binding to a
Destroys radicals which are normally Mycobacterium tuberculosis number of host
A4HKH1 Superoxide dismutase Alternativa-Exo produced within the cells and which 91% 132 moonlighting proteins such

as glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase
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and aldolase

Govern selective transport of

Cryptosporidium hominis

It also selectively targets

A4HAGA Importin beta-1 subunit Alternativa-Exo proteins into the nucleus (Q5CIV6) 99% 255 the motor protein Kif17 to
primary cilia
Peptidyl-prolyl cis-trans Intracellular function: Peptidyl-proly| Eg;g;i:u;zg:gggmgépecg?
A4HE26 plcyl-proly Alternativa isomerase activity and a molecular Homo sapiens (P62937) 98% 237 ) g
isomerase . A proinflammatory cytokine
chaperone found in the cytoplasm
(exosomes)
It converts 3-phospho-D-glycerate to
A4HBH9 Phosphoglycerate kinase Exo 3-phospho-D-glyceroyl phosphate Homo sapiens (P00558) 99% 336 Plasmin reductase
(glycolysis)
It transfers electrons between
- Complexes Il (Coenzyme Q - Cyt C Various (Homo sapiens) o . .
A4HBRO Cytochrome c Alternativa-Exo reductase) and IV (Cyt C oxidase). (P99999) 94% 124 Controlling apoptosis
Electron transport chain
Lipoamide dehydrogenase is a
. . component of the glycine cleavage . 0
A4HKX6 Dihydrolipoyl dehydrogenase system as well as of the alpha- Homo sapiens (P09622) 91% 469 Protease
ketoacid dehydrogenase complexes
A4HLJ9 Mitogen algﬁ\;zteed protein Exo Mltogen-aiRAvAaltfgirp‘);(;tee)m kinase 1 Homo sapiens (P28482) 96% 303 Transcriptional repressor
Protein synthesis (GTP-
A4H8V4 Elongation factor 1-alpha Alternativa-Exo dependentbinding of amino-acyl- ;?grtgt) ((PD?? XSC;??) 98% 730 Cytosl;zlelz?;iztr:ucture
tRNA at theribosome acceptor site) 9
Required for rRNA maturation and Mgg?rzgn; Lrgrr;sﬁ%rxmvattlﬁ n
A4HMK9 60S ribosomal protein L5 Alternativa-Exo formation of the 60S ribosomal Homo sapiens (P46777) 91% 300 Mdm2 & p53 thFi)s complex
subunits. This protein binds 5S RNA can bind 5S RNA)
Responsible for the dehydration of .
A4HIF9 Aconitate hydratase cis-homoaconitate to homoisocitric Saccharczgzggg;;erewsme 87% 193 Mitochondrial DNA stability
acid.
) ) . . Regulation of development
A4H3R3 40S ”bosor:)?:aﬁ] rotein S19 Alternativa-Exo Ascarl(falzu‘lrzgz;:mdes 93% 79 (required for chromatin
P condensation)
Regulation of development
. . . Drosophila melanogaster (plays a role in oogenesis
A4HOW3 40S ribosomal protein S2 Alternativa-Exo (P31009) 83% 293 and is necessary for
maturation of the egg
follicle)
A4HLE6 40S ribosomal protein S3 Exo Ribosomal protein Homo sapiens (P23396) 86% 268 DNA repair
Regulation of development
Q4QG31 40S ribosomal protein S4 Exo Homo sapiens (P22090) 97% 273 (Turner syndrome: female
gonadal insufficiency)
P2 was isolated from the
S . liver as an iron-binding
044010 60S acidic ribosomal protein Rattus norvegicus (P02401) 100% 60 protein that is responsible

P2

for distributing iron
intracellularly
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L5-5S rRNA complexes

Rattus norvegicus (P09895) 91% 300 stimulate aminoacyl-tRNA
A4HMK9 60S ribosomal protein L5 Alternativa-Exo _s_y_nthetases
Ribosomal protein, component of the Inhibition of MDM2-
h ’ ) Homo sapiens (P46777) 91% 300 mediated p53 ubiquitination
large ribosomal subunit -
and degradation
Splits the fructose 1,6-bisphosphate, M avium adhesins bind to
Deoxyribose-phosphate into dihydroxyacetone phosphate & Mycobacterium avium |ntest|na_1| mucus gil_do!ase,
A4HA4S0 Exo 92% 132 conceivably facilitating
aldolase glyceraldehyde 3-phosphate (F7P6E1) . ; o
! intestinal colonization of the
(Glycolysis) .
organism
Chaperone / has been
found in a genetic screen to
. . be involved in mutation
A4H879 Tryparedoxin peroxidase Thiol-specific antioxidant-likeprotein Candida albicans 96% 234 suppression and to strongly

(Q9Y7FO)

suppress chromosomal
rearrangements / cell wall
biogenesis

*Func&o depositada na base de dados de acordo com evidencia experimental.
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55 Cepas de L. (V. Dbraziliensis associadas a distintas
manifestacdes clinicas apresentam diferencas significativas na

abundancia de proteinas secretadas

As mudancas na abundancia de proteinas secretadas entre as cepas foram
calculadas a partir da comparacao das intensidades de ions repoérteres do iTRAQ.
Os valores totais de intensidade foram normalizados no médulo Quant-Isobaric
analyzer até obter a normalizacdo de cada canal em cada arquivo .RAW. Na Figura
5.6 apresenta-se um exemplo representativo da normalizacéo feita para os dados
antes de fazer a quantificacdo dos peptideos. Apos a normalizacdo da intensidade
dos marcadores foi possivel observar que a abundancia de 26/252 proteinas
identificadas (~10%) é diferente entre as cepas. Destas, a abundéancia relativa de 13
proteinas (5% do total de proteinas identificadas, 13/252) foi aumentada na cepa
disseminada em comparacdo com a cepa cutanea, ao passo que a abundancia
relativa de outras 13 proteinas (5%, 13/252) foi diminuida (Tabela 5.5).

Interessantemente, quatro proteinas (A4HKX6, 044010, A4H8V4 e A4HLESG)
que foram encontradas diferencialmente abundantes na secre¢do de L. (V.)
braziliensis (Tabela 5.5) apresentaram similaridade com proteinas multitarefas
descritas em outros organismos (Tabela 5.4). Duas delas foram encontradas
aumentadas na secrecdo da cepa cutanea localizada (Dihydrolipoyl dehydrogenase -
A4HKX6 e 60S acidic ribosomal protein P2 - 044010) e as outras duas aumentadas
na secrecao da cepa cutanea disseminada (Elongation factor 1-alpha - A4H8V4 e
40S ribosomal protein S3 - A4HLES).
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Figura 5.6. Normalizagdo da intensidade dos sinais para quantificacdo por iTRAQ. Figura
representativa da normalizacdo feita para todas as amostras nos quatro canais de quantificacéo,
correspondentes aos quatro marcadores. A Figura mostra os sinais para cada canal antes (Azul) e
depois (Amarelo) de aplicar a normalizagdo. Canal 1 e 3 correspondem a marcadores 114 e 116,
respectivamente, usados para marcar as amostras da secrec¢do da cepa disseminada, enquanto 2 e 4
correspondem aos marcadores 115 e 117, respectivamente, usados na secrec¢ao da cepa cutanea

As 26 proteinas foram quantificadas com minimo 2 peptideos, sendo estes,
também, peptideos Unicos da proteina. Os valores de fold change obtidos para as
proteinas diferencialmente abundantes indicam a variac@o relativa dos sinais de
intensidade de massa para 0s peptideos marcados e identificados em cada proteina
para as duas cepas, disseminada (marcadores 114 e 116) e cutanea localizada
(marcadores 115 e 117) (Tabela 5.5). Um exemplo da diferenca de abundancia

observada entre os peptideos marcados, entre as cepas, € mostrado na Figura 5.7.
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Tabela 5.5. Proteinas diferencialmente abundantes no secretoma da cepa de L. (V.) braziliensis associada a forma disseminada da doenca em
comparacdo com a cepa cuténea localizada.

o _ Numgro de Cepa _ ) Ortologia com humano
Cédigo Uniprot Nome peptideos Fold Change | pValue | . . Via de Secregéo Nome Cod
quantificados Disseminada gene Humano
A4HKT7 Nucleoside diphosphate kinase 3 -2.5 0.003 Down Alternativa - Exo NME1 P15531
044010 60S acidic ribosomal protein P2 2 -2.3 0.007 Down
A4H440 Surface antigen-like protein 2 -1.8 0.006 Down Cléssica
A4HKX6 Dihydrolipoyl dehydrogenase 2 -1.8 0.017 Down DLD P09622
A4H5R9 Calmodulin 5 -1.8 0.000 Down Exo CALM1 P62158
A4H9PO Heat shock protein 2 -1.8 0.016 Down HSPA4L 095757
A4H4C5 S-methyl-5'-thioadenosine phosphorylase 2 -1.6 0.005 Down Alternativa - Exo MTAP Q13126
A4H746 40S ribosomal protein S12 2 -1.6 0.026 Down Alternativa - Exo
A4HPQ8 Adenosylhomocysteinase 3 -1.6 0.003 Down Exo AHCY P23526
A4H638 GP63, leishmanolysin 5 -1.6 0.001 Down Alternativa
A4H643 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase [NAD(+)] 3 -1.6 0.004 Down Alternativa - Exo
A4H537 Splicing factor ptsri-like protein 2 -15 0.008 Down Alternativa
A4HFU7 Uncharacterized protein 4 -15 0.001 Down Alternativa
A4HMB3 Aspartate aminotransferase 2 1.9 0.008 Up GOT1 P17174
A4HLEG 40S ribosomal protein S3 2 1.9 0.008 Up Exo RPS3 P23396
A4HNS7 T-complex protein 1, eta subunit 2 1.9 0.009 Up Exo CCT7 Q99832
AOA088RUF5 Glucose-regulated protein 78, 2 1.9 0.013 Up Classica- Exo HSPAS5 P11021
A4HQL2 T-complex protein 1, theta subunit 2 1.8 0.008 Up CCT8 P50990
A4H6F2 14-3-3 protein 3 1.8 0.002 Up Exo” YWHAE P62258
A4H3T9 Uncharacterized protein 6 1.7 0.000 Up Cléssica
A4HPA3 Tyrosine aminotransferase 8 1.7 0.000 Up
A4HT7H9 Uncharacterized protein 2 1.6 0.007 Up
E9JUH4 Trypanothione reductase 3 1.6 0.004 Up Exo GSR P00390
A4HB8V4 Elongation factor 1-alpha 2 15 0.008 Up Alternativa - Exo EEF1A1 P68104
AOA088RIB2 Dipeptidyl-peptidase I, 2 1.5 0.008 Up Exo DPP3 QI9NY33
A4HAXS5 Uncharacterized protein 3 1.5 0.011 Up Alternativa
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Figura 5.7. Abundancia relativa de peptideos usados para quantificacdo de proteinas. Exemplos
da quantificacdo de peptideos de algumas proteinas diferencialmente abundantes nas cepas
associadas a manifestacéo disseminada e cutanea da LTA. Os dados sao apresentados como média
+ desvio padrdo da intensidade do sinal observada nas replicatas bioldgicas.
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Podemos observar que 17/26 proteinas diferencialmente abundantes séo
secretadas por vias alternativas incluindo exossomos, duas sao secretadas por via
cldssica e sete ndo apresentam sinal de secre¢cdo (Tabela 5.5). Ao analisar os
possiveis processos nos quais estdo classificadas as proteinas diferencialmente
abundantes, encontramos que as proteinas cuja abundancia foi diminuida no
secretoma da cepa disseminada (down-regulated) estdo envolvidas principalmente
no metabolismo aminoacidos, nucleosideos fosfato e carboidratos, bem como na
traducdo e sintese proteica. Por outro lado, as proteinas com abundancia
aumentada na secrecdo da cepa disseminada, em comparacdo a cepa cutanea,
estdo envolvidas principalmente na resposta ao estrese, traducéo e sintese proteica
e, interessantemente, uma das proteinas (Dipeptidyl-peptidase Ill) se encontra
associada a degradacao proteica (Tabelas 5.3 e 5.5 e tabela digital 1). As funcdes
moleculares associadas as 26 proteinas quantificadas sédo, em geral, ligacdo de
peguenas moléculas e atividade como molécula estrutural. Interessantemente, duas
proteinas na secrecdo da cepa disseminada foram classificadas com atividade
hidrolase (Tabela digital 1). Em relagdo as quatro proteinas ndo caracterizadas
diferencialmente abundantes entre as cepas (3 up e 1 down-regulated na cepa
disseminada) (Tabela 5.5), encontramos que duas contém predicdo de pelo menos
um dominio funcional, sendo um dominio Alba (proteina A4HAX5) e um dominio de
tioredoxina (proteina A4H7H9). Os dominios Alba estdo envolvidos na ligagdo ao
RNA e proteinas contendo estes motivos funcionais estdo envolvidas na regulacéo
de fatores de viruléncia e no processo de diferenciacdo do parasito (192, 193). O
dominio tioredoxina, encontrado na proteina A4H7H9, a qual estava aumentada na
secrecdo da cepa disseminada, atua como antioxidante, facilitando a reducéo de
outras proteinas, através da oxidacédo reversivel de dois grupos —SH vizinhos para

uma ponte dissulfeto (194).

5.6 Rede de interacdo funcional de proteinas diferencialmente

abundantes no secretoma das cepas de L. (V.) braziliensis.

Para analisar as possiveis interacfes funcionais entre as proteinas identificadas
como diferencialmente abundantes entre as cepas e determinar em quais processos
bioldgicos poderiam estar envolvidas (de maneira conjunta), os genes ortélogos em

humanos foram identificados a partir da lista de proteinas de Leishmania e
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analisados com programas que permitem construir e visualizar redes de interacao
funcional com base na informacdo previamente depositada em bancos de dados.
Das 26 proteinas diferencialmente abundantes, 15 apresentaram ort6logos em
humanos (Tabela 5.5), e com elas foi possivel construir a rede de interacao
mostrada na Figura 5.8. Foi possivel observar um grupo bem definido de proteinas
cuja abundancia foi aumentada na cepa disseminada: proteinas associadas com
processos metabolicos proteicos (HSPA5, CCT8, CCT7) (Figura 5.8). Estas
proteinas por sua vez estdo interconectadas com 196 proteinas diferentes: HSPA5
com 154, CCT8 com 78 e CCT7 com 75, indicando que seu aumento alteraria,
potencialmente, a funcionalidade de todas essas proteinas com as quais interagem.
Outro processo enriquecido foi o de metabolismo de moléculas pequenas (MTAP,
NMEL, AHCY, DLD, GOT1 e GSR), apresentando tanto proteinas cuja abundancia
foi aumentada, como proteinas cuja abundancia foi diminuida (Figura 5.8). Duas
proteinas aumentadas no secretoma da cepa disseminada foram agrupadas no
processo de expressdo génica (RPS3 e EEF1Al). As proteinas restantes estdo
localizadas em diversos grupos funcionais como resposta imune inata, protedlise,
processo viral e enovelamento de proteinas (Figura 5.8).

Ao analisar as interagcdes das proteinas diminuidas na secre¢do da cepa
disseminada foi possivel observar que ndo ha nenhuma interacdo direta entre o
grupo de proteinas quantificadas em menor abundancia na secrecdo da cepa
disseminada (Tabela 5.6), mas que estas interagem com diferentes classes de
proteinas. Por exemplo, encontramos que CALM1 contém o maior niumero (84) de
interacdbes com outras proteinas, incluindo proteinas envolvidas regulacdo da
expressao génica e na resposta imune inata. Por outro lado, foi possivel encontrar
trés interacdes diretas entre CALM1 (down)-YWHAE (up), DLD (down)-DPP3 (up) e
MTAP (down)-GOT1 (up). Essas trés interacdes diretas associam resposta imune
inata com o grupo denominado processo viral (CALM1-YWHAE), o grupo de
processo metabolico de pequenas moléculas com protedlise (DLD-DPP3) e uma
associacao direta entre proteinas agrupadas na categoria de processo metabdlico
de pequenas moléculas (MTAP-GOT) (Figura 5.8, Tabela 5.6).

Por outro lado, ao analisar o grupo das proteinas cuja abundancia foi
aumentada na cepa disseminada, encontramos que existem trés interacdes diretas
entre proteinas do mesmo grupo de abundancia aumentada, RPS3 (up)-YWHAE
(up), RPS3(up)-HSPA5(up) e CCT7(up)-CCT8(up). A primeira interagao corresponde

a relacao funcional direta entre expresséo génica (RPS3) e o denominado “processo
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viral” (YWHAE); a segunda corresponde a interagdo entre expressao génica e
processos metabdlicos proteicos (HSPAS) e terceira interagdo corresponde a uma
associacdo direta entre proteinas do mesmo grupo funcional relacionado a
processos metabolicos proteicos (CCT7 e CCT8). Interessantemente, além de
conter interacdes intra-grupo, as proteinas up-regulated apresentam um maior
namero de interagcfes diretas, em média, com outras proteinas, sendo que HSPAS5
apresenta um total de 154 interagfes seguida de EEF1A1 com 138, RPS3 com 121
e YWHAE com 100 (Tabela 5.6).
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Figura 5.8. Networks para proteinas diferencialmente secretadas de L. (V.) braziliensis. Apresenta-se a relacdo das proteinas diferencialmente secretadas
para ambas as cepas com ortologia em humano, sendo apontadas proteinas presentes positivamente para a cepa disseminada em vermelho e em verde as
proteinas encontradas aumentadas na secrecdo da cepa cutanea.
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Finalmente, as 894 interacbes diretas que apresentam as 15 proteinas
diferencialmente abundantes (tabela 5.6), indicam que ha um grande numero de
processos modulados pelas proteinas secretadas, bem como uma diferenca nos
processos afetados pela secrecdo de cada cepa. Cabe destacar que as proteinas
com abundancia aumentada na secrecdao da cepa disseminada apresentaram um
maior numero de interagdes quando comparadas as proteinas aumentadas na cepa
cutanea, o que poderia implicar em um maior nimero de processos afetados por

esta cepa.
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Tabela 5.6. Resumo de interagdes entre as proteinas diferencialmente abundantes. Mediante a analise da rede de interagdo foi possivel determinar interacdes
diretas entre proteinas diferencialmente abundantes nas cepas de L. (V.) braziliensis, assim como os processos envolvidos nelas.

Quantificaca

HSPA4L AHCY NME1 CALM1 DLD MTAP GOT1 RPS3 DPP3 EEF1A1 YWHAE GSR HSPA5 CCT7 CCT8

Nome do # Intleragﬁes o cepa
Gene diretas disseminada
Down Down Down Down Down Down Up Up Up Up Up Up Up Up Up
HSPA4L 17 Down
AHCY 34 Down
NME1 20 Down
CALM1 84 Down X
DLD 20 Down X
MTAP 16 Down X
GOT1 11 Up X
RPS3 121 Up X X
DPP3 14 Up X
EEF1Al 138 Up
YWHAE 100 Up X X
GSR 12 Up
HSPAS5 154 Up X
CCT7 75 Up X
CCT8 78 Up X
Total 894
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5.7 A expressdo génica ao nivel de mRNA apresenta correlagéo

com a abundancia de proteinas apenas para alguns genes

A expressao génica em tripanossomatideos é caracterizada, geralmente, por uma
auséncia de correlagdo entre os niveis de transcritos e os niveis de proteina. Porém,
frente a caréncia de ferramentas alternativas e reagentes, como, por exemplo,
anticorpos especificos para as proteinas destes organismos, a qPCR para andlise
de expressdo génica continua sendo a ferramenta usada para tentar “validar’ os
dados protedmicos nestes parasitos. Assim, usamos qPCR como metodologia para
verificar os niveis de expressdo de algumas das proteinas diferencialmente
abundantes e analisar se haveria correlagcdo com os niveis de proteina observados.
Para esta andlise, as proteinas Heat shock protein (Lbrm_18 1400), S-methyl-5'-
thioadenosine phosphorylase (Lbrm_05 0800), 60S acidic ribosomal protein P2
(lip2), tyrosine aminotransferase (tat), Glucose-regulated protein 78 (Lpmp_281290),
e uma proteina ndo caracterizada (Lbrm_26 2610) foram escolhidas para serem
qguantificadas (Anexo 1). Observamos que os niveis de mRNA de Lbrm_18 1400,
Iorm_05 0800 e lip2 foram significativamente reduzidos (p<0.05) na cepa
disseminada, apresentando uma diminuicdo de 3.8, 2.6 e 2.2 vezes,
respectivamente, em relacao a cepa cutanea (Figura 5.9), o que se correlaciona com
a diminuicdo observada na analise protedbmica. Por outro lado, a analise dos genes
tat e Lpmp_281290, cuja abundéancia proteica aparece aumentada na cepa
disseminada, mostrou que os niveis de mMRNA ndo apresentam diferencas
significativas entre as cepas (Figura 5.9). Por fim, os niveis de expressdo do gene
Lbrm_26 2610 que corresponde a proteina ndo caracterizada em L. (V.) braziliensis,
cuja abundancia ao nivel de proteina nao foi diferente entre as cepas, foram
similares entre as cepas, mostrando correlacdo com o observado ao nivel de

proteina (Figura 5.9).
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Figura 5.9. Niveis de expressdo de genes cuja abundancia foi diferencial no secretoma de
cepas de L. (V.) braziliensis. Os niveis de mRNA de Ibrm_18 1400, Ibrm_05 0800, lip2, tat,
Ipmp_281290, e Ibrm_26_2610, foram medidos por gq°PCR em promastigotas de cepas associadas a
forma disseminada e cuténea da doenca. Os valores sdo expressos como relacdes normalizadas
entre a expressdo do gene alvo e a média geométrica dos genes 40S e actina. As diferencas
estatisticamente significativas entre as duas cepas foram calculadas com o teste t de Student, usando
o programa GraphPad Prism 5.0. (*) p<0,05 e (***) p<0,0007. Os gréaficos representam média *
desvio padrao de triplicata biolégica .

5.8 O pre-tratamento de macrofagos murinos com secrecao de L.
(V.) braziliensis aumenta o numero de células infectadas e a
cepa disseminada apresenta um maior indice de infec¢cdo do

gue a cepa cutanea.

Para avaliar o efeito da secrecéo de cada cepa de L. (V.) braziliensis sobre a
infeccdo de macrofagos peritoneais in vitro, macréfagos murinos pré-incubados
(tratamento) ou ndo (controle) com secrecao foram infectados com promastigotas de
cada cepa de L. (V.) braziliensis. A cinética de infeccao foi avaliada entre 24 e 72
horas poés-infeccdo pela contagem do numero de macréfagos infectados em cada
tempo, bem como o numero de parasitos por macrofago. A Figura 5.10 apresenta a
imagem representativa de macrofagos tratados e sem tratar com secrecdo da cepa
disseminada ap6s 72h de infeccdo com promastigotas da mesma cepa. Os
resultados, obtidos de experimentos feitos por triplicata para as duas cepas,
mostram que ha diferencas no nimero de células infectadas quando estas séo pre-

tratadas com a secrecdo dos parasitos, em todos os tempos analisados (Figura
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5.11A). Também é possivel observar que ha um aumento significativo no nimero de
parasitos/célula, em 24 e 72 h pds-infeccdo para a cepa disseminada e em 48h poés-
infeccdo para a cepa cutdnea, quando os macrofagos sdo pré-tratados com a
secrecdo (Figura 5.11B). Interessantemente, o calculo do indice de infeccéo,
multiplicando o numero de células infectadas pelo numero de parasito por célula,
para avaliar carga parasitaria sobre os macréfagos, mostra que a cepa disseminada
apresenta um maior indice de infeccdo em todos os tempos quando as células séo
pré-tratadas com a secrecdo e que, além disso, este indice é maior do que aquele

da cepa cutanea (Figura 5.11C).
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Figura 5.10. Imagem representativa de macréfagos infectados com promastigotas de L. (V.)
braziliensis. Macrofagos peritoneais murinos ndo pré-estimulados (A) ou pré-estimulados (B) com
secrecdo da cepa disseminada de L. (V.) braziliensis e, posteriormente infectados com promastigotas
da mesma cepa e corados 72 h apds infecgéo.

92



Disseminada Cutanea

>

ks * *kk * Kk *
100- 100
1] 1]
@ == = ]
-g 80 - g 80- I = S|
E 60 E 60+
£ £
[] (7]
K. 40 5 40+
= =
] )
o 20 o 20
=R =S
c T T T D T T T
24 48 72 24 48 72
Tempo apés infecgéo (h) Tempo apés infecgio (h)
20- * 25-
2 2 *k
=] =
: P I
;m _ * \.ﬂ,
S 15 e 3
— — 157
8 8
o 10 °
R= 2 10
£ 54 £ 5
< <
£ £
9 T T T e T T T
24 48 72 24 48 72
Tempo apos infecgdo (h) Tempo apos infecgdo (h)
2000 *k 2000- .
*k
1500+ x 1500- *}

1000

1000
500+ 7 500+ [iw {{W
0- : . 0 .
24

indice de infecgao
indice de infecgao

24 48 72 48 72
Tempo apos infecgdo (h) Tempo apos infecgdo (h)
1 Controle EE Com tratamento

Figura 5.11. Efeito do pré-tratamento com secrecdo sobre a infec¢do in vitro de L. (V.)
braziliensis. Macréfagos tratados ou ndo com secregdo de cada cepa de L. (V.) braziliensis foram
infectados com promastigotas da cepa correspondente. A cinética de infec¢céo foi seguida por 24, 48
e 72 h pos-infeccdo. (A) percentagem de células infectadas; (B) niumero de parasitos por macréfago;
(C) indice de infeccdo (AxB). As diferencas estatisticamente significativas entre o controle e
tratamento foram calculadas com o teste t de Student, usando o programa GraphPad Prism 5.0. (*)
p<0,05, (**) p<0,005 e (***) p<0,001. Os graficos representam média + desvio padréo.
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5.9 Quantificacdo de citocinas secretadas por macrofagos

submetidos ainfeccdo com L. (V.) braziliensis.

Para avaliar se as diferencas nos indices de infeccdo entre as cepas
poderiam ter alguma relacdo com a forma de ativagdo dos macrofagos pré-
estimulados ou ndo com secrec¢do, 0s niveis de um painel de citocinas pro-
inflamatorias e reguladoras potencialmente secretadas pelos macréfagos foi medido
por citometria de fluxo. Os niveis de IL-6, IL-10, CCL2 (MCP-1), IFN-y, TNF-q, e IL-
12p70 foram medidos usando um kit comercial de CBA (Cytometric Beads Array), de
acordo com as instrucdes do kit. Os niveis de citocinas foram medidos em
macrofagos estimulados com secrecéo e infectados, como também em macréfagos
ndo estimulados e infectados, 24, 48 e 72 h pos-infecgéo.

Observamos diferencas significativas nos niveis de citocinas secretadas por
macréfagos pré-tratados com secrecdo em comparacdo aos nao tratados, bem
como diferencas significativas entre as cepas infectantes. No caso de TNF-q,
observamos que existe um nivel significativamente maior da citocina na secrecao de
macréfagos pré-estimulados com secrecdo da cepa cutanea do que naqueles
estimulados com a cepa disseminada em todos os tempos analisados (Figura
5.12A). Este mesmo resultado foi observado quando macréfagos nao estimulados
foram infectados com os parasitos (Figura 5.13A). De fato, nos macréfagos com e
sem estimulagdo com a secrecéo da cepa disseminada e infectados com a mesma
cepa, os niveis desta citocina foram entre 4-8 vezes inferiores quando comparados
com a cepa cutanea, em todos os tempos analisados (Figura 5.12A e 5.13A).
Interessantemente, apés 72h de infeccdo, os macrofagos pré-estimulados com
secrecdo da cepa disseminada apresentam niveis significaticamente menores de
TNF-a em comparacgao ao grupo controle (Figura 5.12A).

Similar ao observado com TNF-a, tanto a pré-estimulacdo com secrecao da
cepa cutanea como a infecgcdo com estes parasitos induziu niveis maiores de CCL2
e IL-6 nos macrofagos infectados do que o tratamento e/ou infeccdo com a cepa
disseminada (Figura 5.12D e F e Figura 5.13D e F). Interessantemente, IL-12 e IFN-
y foram estimulados preferencialmente pela infeccdo com os parasitos (Figura 5.13B
e C) e ndo pela pré-estimulacdo com secrecdo (Figura 5.12B e C). De fato,
macrofagos infectados com a cepa cutanea apresentam niveis elevados de IL-12 em

todos os tempos analisados, ao passo que em macrofagos infectados com a cepa
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disseminada sO foram detectados niveis desta citocina apos 48 h pos-infeccao e
estes sao trés vezes menores que 0s observados na cepa cutanea (Figura 5.13B).
Os niveis de IFN-gama foram estimulados pela infecgdo com os parasitos da
cepa cutanea (Figura 5.13C), mas essa producao nao foi observada nos macréfagos
pré-tratados com a secrecdo da cepa (Figura 5.12C). Por outro lado, nem a cepa
disseminada nem o pré-tratamento com sua secrecao estimularam a producgéo desta
citocina (Figura 5.12C e Figura 5.13C). Observamos também que a pré-estimulacéo
com secrecao da cepa cutanea induz niveis significativamente maiores de IL-10 do
gue a cepa disseminada apos 72 h pos-infeccéo (Figura 5.12E). Embora a diferenca
ndo seja significativa, macréfagos néo tratados e infectados com a cepa cutanea
apresentam niveis maiores de IL-10 em todos os tempos, quando comparados a

cepa disseminada.
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Figura 5.12. Quantificacdo de citocinas secretadas por macr6fagos murinos pré-estimulados
com secrecdo da cepa disseminada ou da cepa cutanea. As citocinas foram quantificadas por
citometria de fluxo em macro6fagos pré-estimulados com secrecdo da cepa disseminada ou cutanea e
infectados com a cepa homodloga. As diferencas estatisticamente significativas entre o controle e
tratamento foram calculadas com o teste t de Student, usando o programa GraphPad Prism 5.0. (*)
p<0,04 e (**) p<0,008; (***) p<0.0009. As barras representam média + desvio padréo.
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Figura 5.13 Quantificacdo de citocinas secretadas por macréfagos murinos infectados com a
cepa disseminada ou cutanea de L. (V.) braziliensis. As citocinas foram quantificadas por
citometria de fluxo em macréfagos infectados com a cepa disseminada ou cutanea. As diferencas
estatisticamente significativas entre o controle e tratamento foram calculadas com o teste t de
Student, usando o programa GraphPad Prism 5.0. (*) p<0,03; (**) p<0.006 e (***) p<0.0009. As barras
representam média * desvio padréo.
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6 DISCUSSAO

Leishmania (V.) braziliensis € uma espécie associada, com frequéncia, a uma
‘plasticidade clinica” que abrange desde lesbes cutdneas localizadas
autorresolutivas até formas disseminadas com lesdes multiplas e de dificil
tratamento. Embora a manifestacdo clinica seja um fendmeno multifatorial que
envolve diversos aspectos do hospedeiro tais como o status imune, status
nutricional, backgroud genético, € também aceito que aspectos intrinsecos do
parasito modulam o processo patogénico e podem determinar a forma clinica da
doenca (89, 96, 168). Porém, ainda ndo é claro como e por que algumas cepas de L.
(V.) braziliensis disseminam metastaticamente ao passo que outras ndo. As cepas
estudadas nesta tese foram isoladas de pacientes com manifestacdes clinicas muito
polares: cutanea localizada autorresolutiva e disseminada. Estes fendtipos clinicos
foram reproduzidos no modelo macaco (89, 96), sugerindo que caracteristicas
intrinsecas do parasito estariam envolvidas na producdo desses fenétipos. Nesse
contexto, as cepas estudadas aqui representam um modelo apropriado para abordar
essa questdo da disseminacdo do parasito. Entdo, com o objetivo de identificar
fatores moleculares que poderiam estar associados ao fenoétipo clinico, utilizamos
uma abordagem protebmica para identificar e quantificar comparativamente
proteinas secretadas pelas cepas de L. (V.) braziliensis.

A liberacdo de moléculas para o meio extracelular por parasitos do género
Leishmania tem sido apontada como um dos mecanismos que o protozodrio utiliza
para evadir ou subverter a resposta imune do hospedeiro (68). As primeiras analises
sobre proteinas secretadas para o meio extracelular pelos parasitos jA mostravam
gue estas moléculas sdo as principais mediadoras das interacdes parasito-
hospedeiro, pois estdo envolvidas na imunoregulacdo, sinalizacdo, resisténcia a
guimioterapicos bem como na invaséo e lise da célula hospedeira (195). Assim, o
racional deste trabalho foi identificar e quantificar em grande escala proteinas
secretadas pelas distintas cepas do parasito como uma primeira aproximagao ao
entendimento do papel do parasito no desenvolvimento das formas polares da
doenca causada por L. (V.) braziliensis.

A analise protedmica permitiu identificar 252 proteinas no secretoma desta
espécie; este numero esta de acordo com prévios trabalhos para outras espécies de

Leishmania e outros tripanosomatideos, que mostram um numero similar de
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proteinas identificadas (117, 164). Por exemplo, para L. (L.) donovani, os autores
observaram 151 (117), 158 em L. (L.) infantum (163), em T. cruzi 345 para
epimastigotas e 265 para tripamastigotas metaciclicas (164), indicando que, em
geral, em meio condicionado, 0 niumero de proteinas secretadas € similar nestes
parasitos. O primeiro trabalho sobre o secretoma de L. (V.) braziliensis, desenvolvido
também pelo nosso grupo, detectou um ndmero similar de proteinas no gel bi-
dimensional, porém, o niumero de proteinas identificadas foi muito menor devido as
limitacdes da técnica (116). Contudo, tanto nossos trabalhos, como os reportados
por outros autores, sd0 consistentes em demostrar que 0s parasitos secretam
proteinas envolvidas com traducéo de sinais, sobrevivéncia intracelular e modulagéo
da resposta imune. Proteinas como a proteina de choque térmico de 70 kDa
(HSP70), fosfatase acida, fator de elongacdo 1B, triparedoxina peroxidase e o
receptor da proteina cinase C ativada (LACK), que estdo envolvidas no
enovelamento de proteinas, na regulacdo do ciclo celular e na resisténcia ao
estresse oxidativo, tém sido sistematicamente identificadas nas secrecdes desses
parasitos (116, 117, 164). Da mesma forma que o reportado para o secretoma de L.
(L.) mexicana (118), aqui observamos que a maioria das proteinas secretadas tem
atividade catalitica, indicando que ocorre um empacotamento e transporte especifico
de certas proteinas e grupos funcionais.

Observamos aqui também que L. (V.) braziliensis secreta proteinas por
diversas vias, sendo a via classica a menos representada na analise, ao passo que
a maioria das proteinas parece ser exportada ao meio extracelular através de
exossomos (165). Em relacdo as vias de secrecdo, também h& concordancia entre
nossas observacdes e os dados reportados previamente sobre a percentagem de
proteinas secretadas que contem peptideo sinal, ou seja, a percentagem de
proteinas que sdo secretadas pela via classica. O trabalho prévio do nosso grupo
com L. (V.) braziliensis, bem como os trabalhos com L. (L.) donovani, L. (L.)
infantum, e T. cruzi, mostram que esta percentagem nao supera 9 % (116, 117, 163,
164). De fato, do mesmo modo que em L. (L.) donovani, ~95% das proteinas aqui
identificadas carecem de sinal especifico de direcionamento, sugerindo que a
secrecdo de proteinas nestes parasitos € baseada em mecanismos néao
convencionais.

Em geral é aceito que as proteinas que seréo secretadas e aquelas que serdo
enviadas para a mitocondria apresentam um peptideo sinal em sua extremidade N-

terminal que indica sua localizagéo. Esse peptideo é reconhecido e processado no
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reticulo endoplasmatico rugoso (RE) de maneira concomitante a sintese da proteina
(196). Posteriormente a proteina que teve o peptideo sinal processado segue para
seu destino. Este mecanismo foi denominado como via classica de exportacdo de
proteinas (196, 197). Por outro lado, os estudos protedmicos em larga escala tém
revelado que ha uma grande percentagem de proteinas sendo secretadas por vias
alternativas e que essas vias sdo mediadas por uma variedade de mecanismos de
exportagcdo (10). Entre os mecanismos “ndo convencionais”, 0 que envolve
exossomos de origem endossomal, parece ser a principal via para secrecao de
proteinas em parasitos protozoarios (116, 165, 198). O mecanismo de liberacdo de
proteinas baseado em microvesiculas exossomais pode proteger as proteinas que
séo exportadas durante seu percurso no meio extracelular e pode representar um
mecanismo eficiente e rapido de propagar informacéo célula-célula (199, 200). Em L.
(L.) donovani foi observado que proteinas secretadas por exossomos modificam a
resposta da célula hospedeira frente ao parasito (165, 198). Duas questdes sobre o
mecanismo de exportagao via exossomos ainda nédo foram totalmente esclarecidas.
Por um lado, existe a discusséo sobre se a liberacado de exossomos é uma forma de
comunicacéo celular deliberada e, por outro lado, é intrigante 0 mecanismo pelo qual
0 contetdo exossomal € liberado no citoplasma (201, 202). Contudo, a observacao
de que células cancerosas secretam para o meio extracelular maior quantidade de
exossomos do que células saudaveis, e que o seu conteudo é diferente, indica que
0S ex0ssomos sdo claramente um meio importante de comunicacao celular (202).

Em relacdo a predicdo das potenciais vias de secrecao de proteinas em L.
(V.) braziliensis, é importante destacar que nenhum dos softwares de predicao
usados aqui, ou nos outros trabalhos mencionados, foi desenvolvido
especificamente para parasitos protozoarios; de fato, esses programas foram
criados para fazer predicbes em eucariotos e bactérias, baseados nos modelos
melhor estudados. Contudo, acreditamos que as predicdes aqui obtidas sejam muito
préximas a realidade dado que muitas proteinas ortdlogas aqui identificadas séo
exportadas por vias ndo convencionais e o proteoma exossomal de mamiferos
coincide em ~60% com as proteinas aqui identificadas (203).

A predicao feita para a localizagcdo subcelular usando o TargetP 1.1 revelou
gque ~13% das proteinas identificadas no secretoma teria uma localizacéao
mitocondrial. De acordo com este resultado, n0osso grupo anteriormente reportou
que, para L. (V.) braziliensis, ~10% das identificacbes apresentaram predicdo de

sinal N-terminal mitocondrial (116). Também, usando o software de predicao
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TMHMM observamos que 22 proteinas secretadas apresentaram potenciais hélices
transmembrana nas suas sequéncias. Similarmente, os secretomas de L. (L.)
donovani e L. (L.) mexicana também reportaram proteinas associadas com
componente mitocondrial e/ou apresentando hélices transmembrana (117, 118),
reforcando que a presenca desse tipo de proteinas na secrecdo € um fendmeno
comum no género. A identificagdo destas proteinas € intrigante e poderia ser devida
a (i) ruptura de parasitos e organelas subcelulares e liberacdo de contetdo
mitocondrial durante o ensaio de secrecdao; (ii) erro na predicdo; ou (iii) existéncia de
proteinas com mais de uma funcao distinta no espaco intra- e extracelular. Visto que
0 secretoma foi coletado apenas de parasitos que apresentaram 97% de viabilidade
no final do ensaio, podemos afirmar que os parasitos estavam integros durante o
ensaio e que ruptura de 3% né&o seria suficiente para ser detectavel na amostra.
Embora erros na predicdo ndo possam ser descartados, acreditamos que Nnosso
achado reforca a ideia de que proteinas de Leishmania podem exercer mais de uma
funcdo, em distintos compartimentos celulares e no espaco extracelular, como tem
sido observado para outros organismos (134, 135, 137-139, 185).

A descricdo destas proteinas multitarefa, denominadas “moonlight proteins”,
tem aumentado nas Uultimas décadas com o surgimento de metodologias mais
sensiveis para a identificacdo de proteinas e sugere que o0 proteoma € altamente
dindmico e que formas distintas de proteinas (modificadas, por exemplo) podem
exercer distintas funcdes, ainda desconhecidas, no meio extracelular. Nossos
resultados revelam que a habilidade de proteinas multitarefas para realizar
diferentes fungbes pode ndo ser uma caracteristica exclusiva de eucariotos
superiores, mas, pelo contrario, um fendmeno conservado em distintos taxons.
Também é possivel formular a hipétese de que a exposicdo ao meio de secrecdo
(meio condicionado, minimo) gera um estimulo tal que os parasitos “sentem” a
mudanca nas condi¢cdes de cultivo e comecam a expressar e exportar uma grande
guantidade de proteinas que seriam importantes para a sobrevivéncia no novo
“ambiente”. Esse meio minimo também pode exercer um sinal de diferenciacgéo,
preparando os parasitos para lidar com o “novo ambiente”. Um achado que reforca
esta ideia é a identificacdo de amastina, uma proteina que € mais expressa na forma
amastigota e é requerida para a viruléncia de L. (V.) braziliensis (204, 205).

Outro achado intrigante no secretoma de L. (V.) braziliensis é a identificacao
de proteinas associadas ao citoesqueleto tais como a proteina cofilin-like (A4HH52),
a-tubulina (A4H727), actina (C6KJD9) e B-tubulina (A4HLC9). Segundo a nossa
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analise por ExoCarta, estas proteinas sdo secretadas por exossomos e, embora sua
funcdo no meio extracelular ndo seja conhecida, tém sido observadas também no
secretoma de diferentes linhagens de células cancerosas, de células epiteliais
timicas, em urina, e em saliva (206-211). Actina também tem sido encontrada no
sobrenadante de macréfagos humanos infectados com HIV (212, 213).
Recentemente foi demonstrado que actina é secretada por linhagens celulares de
Anopheles gambie apos serem desafiadas com bactérias, mediando a fagocitose e
morte direta dos micro-organismos e agindo na resposta imune frente a Plasmodium
(214). Assim, estes trabalhos revelam novas funcdes extracelulares para estas
proteinas que tém sido consideradas, por muito tempo, como exclusivamente
intracelulares.

Outro grupo relevante de proteinas identificadas € aquele de resposta ao
estresse, no qual foram observadas proteinas de choque térmico (Heat Shock
Proteins, HSP). Durante as primeiras horas de infeccdo, os promastigotas sao
submetidos a mdultiplos estimulos de estresse que podem induzir modificacdes de
estruturas secundéarias e agregacdo das proteinas, as quais sdo reparadas pela
funcdo de chaperonas das HSP. Contudo, atualmente é reconhecido e bem
estabelecido que as HSP exercem funcdes distintas as de chaperonas no meio
extracelular (215). No caso de células do sistema imune, as HSP extracelulares
atuam como sinalizadores em condicbes de estresse, alertando outras células,
evitando, assim, a extensdo do dano e favorecendo a resolucdo (215, 216). De
forma similar em Leishmania, pode ser sugerido que a secrecdo destas proteinas
para o0 meio extracelular também seja um mecanismo para alertar a populacédo de
parasitos perante o estresse sofrido durante a mudanca de ambiente e invaséo das
novas células hospedeiras.

Também ja foi estabelecido que a maioria de HSP n&o apresenta peptideo
sinal de secrecado, sendo entdo exportadas por vias alternativas (215, 216). De fato,
de acordo com analise por ExoCarta, varias das HSP aqui identificadas séo
potencialmente secretadas por exossomos, reforcando a ideia que L. (V.) braziliensis
secreta estas proteinas para o meio extracelular onde poderiam exercer funcdes de
ativacdo (ou desativacdo) de vias de sinalizacdo. Embora sua funcdo extracelular
nao tenha sido esclarecida, a HSP70 tem sido observada nos secretomas de L. (V.)
braziliensis (116), L. (L.) donovani (117, 165) e, visto que em linhagens celulares
humanas a HSP70 extracelular exerce fungcbes imunomoduladoras, ativando

macrofagos e induzindo a producédo de TNF-a (216), € possivel sugerir que estas
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proteinas em Leishmania exercam uma funcdo similar de ativacdo de macroéfagos,
com posterior recrutamento de mais células, garantindo a infeccdo de um maior
namero de células hospedeiras.

HSP83, identificada na secrecdo de L. (V.) braziliensis, € uma proteina
ortdloga da HSP90 de mamiferos a qual esta envolvida em vias anti-apoptoticas
mitocondriais (217). Em Leishmania tem sido observada sendo superexpressa em
parasitos resistentes ao antimonial e exercendo um papel protetor contra apoptose
induzida pelo medicamento (218). No meio extracelular, esta proteina poderia
exercer um papel similar protetor contra sinais de morte celular. Aléem disso, tanto
HSP70 como HSP83 tém sido encontradas no citoplasma de macréfagos infectados
com Leishmania, indicando que podem ser moléculas secretadas também pelos
amastigotas (165, 219).

A proteina glucose-regulated protein 78 (GRP78), também denominada heat
shock protein family A (Hsp70) member 5 (HSPAS), é outra proteina identificada no
nosso trabalho. Esta proteina pertence a familia das HSP70 e tem sido encontrada
também no secretoma de L. (L.) donovani (117) e ativamente secretada por células
cancerigenas, aparentemente promovendo metastase (220-222). Tem sido sugerido
gue esta proteina pode modular o processo de diferenciacdo do parasito, quesito
fundamental para a sobrevivéncia de Leishmania (223).

Proteinas envolvidas na resposta ao estresse oxidativo como trypanothione
reductase, peroxidoxin, tryparedoxin peroxidase, tryparedoxin, thiol-dependent
reductase, superoxide dismutase, e trypanothione synthetase também foram
enriquecidas no secretoma de L. (V.) braziliensis e tém sido observadas nos
secretomas de outras espécies de Leishmania e em T. cruzi (116, 117, 163-165). A
tripanotiona redutase mantém em sua forma reduzida de ditiol a tripanotiona, a qual
por sua vez protege o parasito contra o estresse oxidativo através dos sistemas de
peroxidases (224). Assim, a tripanotiona redutase é uma proteina essencial para a
sobrevivéncia do parasito. Os ortélogos destas enzimas do sistema de reducéao de
tibis tém sido encontrados na secrecdo, via exossomos, de varias linhagens
celulares de céancer (225, 226). Contudo, seu papel no espaco extracelular e
especificamente na metastase ndo tem sido esclarecido.

O grupo de peptidases identificado na secregédo também foi significativo e, ja
que varias delas sdo consideradas fatores de viruléncia, sua presenc¢a na secregao
pode indicar um papel importante durante os momentos iniciais da infec¢do. Tanto

metalo- quanto cisteina-peptidases tém sido as classes de peptidases mais
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estudadas em Leishmania (227-230). Uma das metalopeptidases identificadas no
secretoma de L. (V.) braziliensis € a glicoproteina de superficie de 63 kDa, GP63. Ha
evidéncias de que esta peptidase esteja envolvida na evaséo/supressao da resposta
imune do hospedeiro, promovendo assim a sobrevivéncia do parasito dentro do
macrofago (118, 165, 231). De fato GP63 foi encontrada no citoplasma de
macrofagos incubados com sobrenadantes de cultivo de Leishmania livres de
parasito (231) indicando que esta proteina é secretada para o meio extracelular e é
capaz de atravessar a membrana do macréfago. Uma vez em contato com o
macrofago, GP63 € capaz de ativar varias tirosinas fosfatases que defosforilam
moléculas cruciais para vias de sinalizacdo que dariam inicio a cascata microbicida.
Com a inibicdo destes sinais, o0 macréfago ndo consegue controlar a proliferacdo do
parasito (118, 165, 231).

Identificamos também trés oligopeptidases e duas cisteina peptidases. Entre
as oligopeptidases, identificamos a prolyl oligopeptidase, POP, (A4HQJ7), uma
serina peptidase que cliva peptideos menores de 3 kDa com atividade biologica, tais
como neurotransmissores e hormoénios (232). A presenca extracelular desta serino
peptidase poderia modificar o ambiente extracelular garantindo a invasao, visto que
supressdo da sua atividade com inibidores especificos impede a colonizacdo de
células hospedeiras e posterior patogénese em infeccdes com Toxoplasma gondii e
Acantamoeba heayli (233, 234). Em tripanosomatideos, especificamente em T. cruzi,
serino peptidases extracelulares tém sido associadas a disseminacdo do parasito
em células hospedeiras, principalmente devido a sua acdo contra proteinas do
tecido conetivo, como diferentes tipos de colageno (235). Por sua vez, as cisteino
peptidases, particularmente as do tipo calpaina, sdo endopeptidases dependentes
de célcio que apresentam uma atividade 6tima em condi¢cGes acidas. Portanto, nos
momentos iniciais da infeccdo no mamifero, quando o parasito é submetido ao novo
ambiente intracelular que apresenta pH acido e alta temperatura, a atividade destas
peptidases € favorecida, sendo assim, principalmente observada em amastigotas
(236). A expressdo diminuida destas peptidases foi associada a atenuacdo da
viruléncia de L. (L.) mexicana e aumento de resposta Thl (236). Embora seu papel
na secrecdo de Leishmania seja desconhecido, € possivel sugerir que tenham uma
fungdo proé-inflamatdria, visto que calpainas de mamiferos séo secretadas durante
processos inflamatdrios e desempenham um papel nesse microambiente, recrutando

células inflamatérias (237-239).
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Outra classe de proteinas identificadas em nosso estudo € a das fosfatases.
Na secrecao de L. (V.) braziliensis foram identificadas duas fosfatases acidas (AcP),
uma proteina phosphatase-like e uma proteina ndo caracterizada (A4HE10) que
apresentou uma predicdo de dominio de proteina fosfatase 2C (PP2C). As AcP séo
fosfatases que hidrolisam substratos organicos fosforilados extracelulares liberando
fosfato inorganico (Pi) e obtendo assim nutrientes necessarios para o parasito (240).
J4 se observou que a privagdo de Pi induz um aumento na atividade destas
enzimas, o0 qual se correlaciona com a proliferacdo dos parasitos (241-243). Estas
enzimas sao secretadas via peptideo sinal, tanto por promastigotas como por
amastigotas de varias espécies de Leishmania (116, 157, 244). Foi demonstrado
que estas ecto-fosfatases sdo capazes de inibir a producdo de anion superoéxido
pelos neutrdéfilos (245) e que a sua superexpressao induz um aumento da viruléncia
dos parasitos (246).

Ao passo que macrofagos produzem moléculas antimicrobianas tais como
ROS e NO, gue controlam a proliferacdo do parasito, Leishmania tem numerosos
mecanismos de evasdo da resposta imune, um dos quais é a inativacdo da
sinalizacdo pela via MAPK (proteina quinases ativadas por mitbgenos). Tem sido
observado que esta inativacdo se da através de tirosina fosfatases (PTP) e
serino/treonina fosfatases, que por sua vez sao ativadas pela acdo de peptidases
secretadas pelo parasito (231). Nossos resultados indicam que 0s parasitos nao
apenas secretam peptidases capazes de ativar tirosina fosfatases como também
secretam fosfatases per se, tais como a PP2C, uma das quatro principais classes de
serino/treonina fosfatases. Estas serino/treonina fosfatases teriam a capacidade de
defosforilar MAPK, induzindo assim uma falha frente ao estimulo com IFN-y e
inibicdo da expresséo de iINOS (247, 248). Contudo, ainda precisa ser demonstrado
se a PP2C secretada por L. (V.) braziliensis é capaz de ser translocada do meio
extracelular para o interior do macréfago e se realmente pode inativar as MAPK da
célula hospedeira. Embora este tipo de fosfatases nédo tenham sido encontradas
diferencialmente expressas entre as cepas, a presenca de fosfatases no secretoma
do parasito confirma a relevancia desta fragdo na sobrevivéncia do parasito nos
primeiros momentos de infeccdo pela modulacdo da resposta microbicida do
macrofago.

Dentre as proteinas envolvidas no metabolismo de carboidratos destacamos
trés para as quais tem sido atribuida uma funcé&o no espaco extracelular: a enolase,

a frutose-1,6-bisfosfato aldolase e a triosefosfato isomerase. A enolase e a frutose-
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1,6-bisfosfato aldolase sdo secretadas por varias espécies de Leishmania (116, 117,
165, 249, 250) e sé&o capazes de unir-se a plasminogénio, um componente do
sistema fibrinolitico do hospedeiro (249, 250). Esta unido favorece a invasao celular
e a disseminacédo, pois sinaliza a ativacdo de plasmina, uma serino peptidase que
degrada componentes de matriz extracelular, entre outros, favorecendo
potencialmente a disseminacédo do parasito (251, 252). Ja a triosefosfato isomerase
tem sido atribuida a uma potencial funcdo como molécula de adesdo, modulando a
interacdo de Paracoccidiodes brasiliensis com moléculas de matriz extracelular
como laminina e favorecendo assim a invasao da célula hospedeira (253). Assim,
estas enzimas somam-se a lista de potenciais proteinas multitarefa identificadas em
Leishmania.

Nossa analise indica que as proteinas identificadas no secretoma de L. (V.)
braziliensis sdo capazes de modular a interagdo com as células do hospedeiro
através de diferentes mecanismos incluindo protedlise, desfosforilacao,
imunomodulacao e degradagcdo de componentes de matriz extracelular, entre outros,
0S quais, em conjunto, podem modular a ativacdo dos macréfagos e induzir uma
maior sensibilidade do hospedeiro frente a invasdo do parasito, e permitindo o
estabelecimento da infeccdo. Esta ideia é reforcada pelas nossas observacdes de
gue macréfagos murinos pré-tratados com secrecdo de cada uma das cepas foram
mais susceptiveis a infeccdo com os parasitos do que macréfagos sem
prétratamento. Tanto o numero de células infectadas quanto o nimero de parasitos
por célula aumentou nos macréfagos pré-tratados com secrecdo em comparacao
aos ndo tratados. Além disso, observamos que o indice de infec¢cdo € maior para a
cepa disseminada apés 72 h de infeccdo em macrofagos pré-estimulados em
comparacdo com seu controle e que essa diferenca ndo foi verificada na cepa
cutanea. Esses achados sugerem que pode haver diferencas nas moléculas
presentes no secretoma de cada cepa e/ou nos seus efeitos sobre os macréfagos,
aumentando diferencialmente sua permissividade ao estabelecimento da infecgéo.

De fato, neste trabalho identificamos proteinas cuja abundancia foi
significativamente diferente no secretoma de cada cepa. Observamos um grupo de
proteinas cuja abundéncia foi diminuida na secrecdo da cepa disseminada em
comparacao a cutanea, ou seja, estdo aumentadas na cepa cutanea localizada.
Estas proteinas estdo envolvidas em metabolismo de nucleotideos fosfato
(nucleoside diphosphate kinase); sintese de proteinas (60S acidic ribosomal protein

P2, 40S ribosomal protein S12), chaperonas (Heat shock protein), metabolismo de
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aminoacidos (S-methyl-5'-thioadenosine phosphorylase, adenosylhomocysteinase),
ligacdo de nucleotideos (splicing factor ptsrl-like protein), protedélise (dihydrolipoyl
dehydrogenase, GP63), e ligacdo de calcio (calmodulin), entre outras.

A enzima nucleoside diphosphate kinase (NDK) catalisa a transferéncia de
grupos fosfato para diferentes nucleosideos difosfatos, mantendo niveis apropriados
de nucleosideos trifosfatos na célula (163). Esta proteina foi identificada na secrecao
de L. (L.) amazonensis e foi capaz de promover a reducdo de ATP extracelular
(254). A ligacdo de ATP extracelular ao receptor P2X7 de macréfagos e outras
células induz a expressédo da iINOS e posterior lise celular por apoptose e, portanto,
um acumulo de NDK no sobrenadante evitaria a lise de macr6fagos mediada por
ATP, preservando a integridade das células (254, 255). A diminui¢cdo dessa proteina
na secrecdo da cepa disseminada pode indicar um reduzida captacdo de ATP
extracelular, que pode contribuir para o aumento da apoptose de células do
hospedeiro nos momentos iniciais da infeccdo, garantido um aumento no
recrutamento de outras células para o local de infec¢cédo e favorecendo a infeccéo de
um maior numero de células e disseminac¢éo do parasito.

A proteina diidrolipoil desidrogenase (DLD) poderia exercer uma funcédo nao
convencional como protease, de acordo com o banco de proteinas multitarefa (185,
256). Ao analisar, na rede de interacdo, 0s processos bioldgicos que esta proteina
pode afetar, encontramos que a DLD tem 20 interagcbes diretas com outras
proteinas, entre as quais destacamos a observada com a com dipeptidyl-peptidase
Il (DPP3) que, ao contrario da DLD, estda aumentada na secrecdo da cepa
disseminada, indicando que a diminuicdo de uma delas sinaliza para o aumento da
outra, ou vice-versa. Esta observacao pode indicar um balango muito fino entre as
abundancia de peptidases ativas secretadas pelo parasito; o fato de ser diferencial
entre as cepas pode sugerir papeis diferentes durante a infec¢cdo, ainda nao
esclarecidos.

A metalopeptidase GP63 também foi diminuida na secre¢do da cepa
disseminada quando comparado com a cepa cutanea. Este resultado € intrigante
visto que tem sido demostrado que GP63 secretada pode ser internalizada por
macrofagos, ativando diferentes tirosina fosfatases, tais como PTP, SHP-1, PTP1B
(protein tyrosine phosphatase 1B) e TCPTP (protein tyrosine phosphatase T cell
phosphatase), que induzem a inativacdo do macrofago (231), favorecendo o
estabelecimento do parasito. Se por uma parte esta proteina poderia favorecer o

estabelecimento da cepa cutanea, por outra parte sua diminuicdo na cepa
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disseminada pode indicar a existéncia de mecanismos alternativos de desativacao
do macroéfago nesta cepa, como por exemplo aqueles mediados pela proteina
EEF1A (167, 219, 257-261). Adicionalmente, ja que a GP63 pertence a uma extensa
familia génica composta por mais de 30 membros em L. (V.) braziliensis, com
potenciais funcdes diferentes (262), poderia ser sugerido que a proteina identificada
desempenha outros papeis diferentes aquele descrito para a proteina identificada
em L. (L.) major (231).

A proteina ribossomal 60S P2, diminuida na secrecéo da cepa disseminada, e
gue também foi observada diminuida ao nivel de mRNA na cepa disseminada
guando comparado com a cepa cutanea, € outra proteina que pode exercer varias
funcBes: uma como proteina ribossomal (funcdo candnica) e outra associada a
captacéo de ferro intracelular (185, 263). Ja que o ferro € essencial para a replicacao
intracelular de Leishmania (264), o aumento da expressédo de moléculas capazes de
captar ferro pelo parasito pode favorecer a sua proliferacdo no interior da célula.
Contudo, se o sequestro de ferro extracelular potencialmente ocorre ou ndo, precisa
ser demonstrado nestes parasitos. Além disso, assumindo que esta seja a funcéo
gue a proteina exerce no meio extracelular, a diminuicdo da sua abundancia néo
explicaria a persisténcia e proliferacdo da cepa disseminada. Pelo contrario,
beneficiaria 0 estabelecimento da infeccdo da cepa cutanea. Nao obstante, poderia
ser sugerido que a diminuicdo na captacéo de ferro seja uma forma “silenciosa” de
invadir as células hospedeiras, pois nao alertaria os macréfagos para a
superexpressdo de uma serie de transportadores de ferro que rapidamente
sequestram o metal disponivel, limitando a proliferacdo do parasito (264, 265).
Também tem sido observado que condi¢cdes limitadas de ferro induzem a
diferenciacdo de Leishmania (27), o que nos leva a especular que a cepa
disseminada possa ter a sua diferenciacao favorecida.

Visto a funcdo imunomodulatéria que as HSP apresentam (216) (discutida
anteriormente), € possivel sugerir que a diminuicdo da HSP - A4H9PO0 na secrecéo
da cepa disseminada, e cuja abundancia foi também diminuida ao nivel de
transcritos, poderia modular negativamente importantes vias de traducao de sinais
pré-inflamatérios, inativando macrofagos e inibindo a producédo de TNF-a. Esta
proposicdo é sustentada pelos niveis quase indetectaveis de citocinas pro-
inflamatérias em macréfagos pré-tratados ou ndo com secrecdo da cepa
disseminada e infectados com esta cepa, em comparagdo a cepa cutanea. De fato,

tanto a secrecdo da cepa cutdnea, quanto o parasito per se, foram capazes de
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estimular altos niveis de TNF-a, IL-6, IL-12, CCL2 em macrofagos murinos,
indicando uma ativacdo apropriada das células para fazer frente a infeccdo. Ao
mesmo tempo esta cepa foi capaz de suscitar a secre¢ao de IL-10, o que poderia
indicar um equilibrio na resposta imune induzida por esta cepa, que redundaria no
desfecho autoresolutivo. De outra parte, nem a secrecao da cepa disseminada, nem
0 parasito per se puderam ativar essa resposta pro-inflamatoria in vitro, o que sugere
uma desativacdo do macrofago por parte desta cepa e de suas proteinas
secretadas, que favoreceria sua proliferacdo, diferenciacéo e disseminacao.

Observamos também que a cepa disseminada apresentou aumento na
abundancia de proteinas envolvidas em metabolismo de aminoacidos (aspartate
aminotransferase, tyrosine aminotransferase), sintese de proteinas (40S ribosomal
protein S3, elongation factor 1-alpha), resposta ao estresse (trypanothione
reductase, T-complex protein 1, eta subunit, glucose-regulated protein 78, T-complex
protein 1, theta subunit), protedlise (Dipeptidyl-peptidase Il — DPP3), sinalizacdo
(14-3-3 protein, elongation factor 1-alpha-funcdo “moonligth”), além de trés proteinas
anotadas como ndo caracterizadas, uma das quais apresentou um dominio de
tioredoxina. O aumento na abundancia destas proteinas na secrecdo da cepa
disseminada pode favorecer o estabelecimento da infeccdo, a persisténcia do
parasito e a sua disseminacao, gracas ao aumento na eficiéncia de varios processos
em comparacao a cepa cutanea:

() maior __eficiéncia __na__desintoxicacdo de radicais _toxicos, mediada

principalmente pelo aumento na tripanotiona redutase, cuja abundéancia
aumentada, em conjunto com as outras enzimas que respondem frente a este
estresse, incrementaria sua resisténcia ao estresse oxidativo. De fato, foi
demonstrado que a disrup¢do do gene da tripanotiona redutase diminui a
infectividade de Leishmania e sua capacidade de sobreviver dentro do
macrofago (266, 267). Além disso, foi demonstrado que a resisténcia ao
estresse oxidativo estd associada com a metastase na leishmaniose
mucocutanea causada por cepas de L. (V.) panamensis e L. (V.) guyanensis
(51);

(i)  maior eficiéncia na diferenciacéo e proliferacdo, mediada por GRP78, como ja

foi discutido anteriormente, e a qual implicaria em uma rapida adaptacao ao
ambiente fagolisosomal. Esta maior eficiéncia na diferenciacdo estaria
acompanhada por um aumento na sintese de proteinas. Ademais, a GRP78 é

secretada por células cancerigenas (220), e pode favorecer disseminagao
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(iii)

metastatica (220-222); sua interacdo com mais de 150 interatores na rede,
indica que esta proteina afeta multiplos processos. A maior eficiéncia na
proliferacdo também poderia ser mediada pelo aumento na aspartate
aminotransferase, GOT1, a qual regenera metionina a partir da
metiltioadenosina (268). A sintese de poliaminas € fundamental para a rapida
proliferacdo celular e € um processo altamente explorado por parasitos e
células cancerosas (268, 269). O aumento desta proteina na secrecdo da
cepa disseminada poderia favorecer a rapida multiplicacdo do parasito nas
primeiras etapas de infeccdo na célula hospedeira, garantindo o
estabelecimento e disseminacao da infeccéo (268, 269). Ademais, 0 aumento
de dipeptidyl-peptidase Ill pode favorecer a proliferacdo do parasito pelo
fornecimento de nutrientes, produto de protedlise, necessarios para a
sobrevivéncia dentro da célula hospedeira.

maior_eficiéncia no “silenciamento” do macréfago, mediado por peptidases

gue podem clivar e ativar fosfatases, as quais inibem a cascata de sinalizacao
encarregada de ativar a producao de NO, permitindo assim a proliferagdo do
parasito. O fator de elongacdo l-alfa (EEF1A), o qual catalisa a ligacdo de
aminoacil-tRNAs para o sitio A do ribossomo durante o alongamento da
cadeia peptidica, desempenha também uma funcdo ndo canbnica de
peptidase na secrecdo de L. (L.) donovani. Em sua funcdo proteolitica,
EEF1A desativa indiretamente o macrofago mediante a ativacdo de SHP-1
(Src homology 2 domain containing tyrosine phosphatase-1), uma tirosina
fosfatase que afeta negativamente as vias via JACK/STAT (Janus kinase/
signal transducer and activator of transcription) e MAPK (mitogen-activated
protein kinase) resultando na desativacdo do macréfago e diminuicdo da
producdo de NO (167, 219, 257-261). Além disso, EEF1A foi a segunda
proteina que apresentou maior complexidade em relacdo ao numero de
interacOes diretas (138) o que sugere que ela regula um grande numero de
processos e que 0 aumento na sua abundacia favoreceria esses processos
de fato. Adicionalmente, observamos que a rede de interacdes da peptidase
DPP3 (AOA088RIB2), encontrada aumentada na secrecdo da cepa
disseminada, afeta processos importantes incluindo ativacdo da via MAPK
(UBC), morte celular (NDRG1) e regulacdo do processo de apoptose
(TNFAIPS8);
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(iv)  maior_eficiencia na disseminacdo, mediada por GRP78 (discutida acima) e

pela proteina ribosomal S3 (RPS3) a qual exerce um papel na sintese de
proteinas, outro no reparo de DNA (185, 270, 271), e um terceiro na
disseminacdo de tumores malignos (272, 273). A secrecdo aumentada da
RPS3 pela cepa disseminada poderia estar associada ao processo de
disseminacgao destes parasitos. Contudo, o mecanismo pelo qual RPS3 pode

favorecer a disseminacgéo ainda precisa ser esclarecido.

E evidente que o grupo enriquecido de proteinas envolvidas na resposta ao
estresse oxidativo foi abundante apenas na cepa disseminada, sugerindo que este
processo seja crucial para o curso dos outros processos relacionados a
disseminacdo. A maior eficiéncia na desintoxicacdo e na diferenciacdo pode
favorecer a infeccdo e proliferacdo do parasito. Esta afirmacdo é suportada pela
observacdo de que macrofagos pré-tratados com secrecdo da cepa disseminada
apresentam um maior indice de infec¢cdo que aqueles pré-tratados com a cepa
cutdnea. Além disso, uma melhor eficiéncia no “silenciamento” do macréfago
favoreceria ainda mais o estabelecimento da infeccdo e a persisténcia. Este
“silenciamento” também pode ser corroborado pela pouca resposta inflamatdria
elicitada em macroéfagos pré-tratados com a secrecdo desta cepa, e pelos parasitos
per se, em comparacdo com 0s hiveis observados para os macrofagos pré-tratados
ou ndo com a 0 secretoma da cepa cutanea. Desta forma, nossos resultados
corroboram a importancia das moléculas secretadas pelos parasitos no processo de
infeccdo e patogenicidade de cepas de associadas a distintas manifestacdes clinicas
da LTA.

Leishmania é capaz de fugir da acdo microbicida do macréfago e consegue
sobreviver e se multiplicar dentro do fagolisossoma (167, 274). De acordo com esta
observacdo, nossos dados mostram que as moléculas secretadas tém um
importante papel protetor nas primeiras etapas de infeccdo. Observamos, por
exemplo, que ha uma diferenca significativa entre a percentagem de infec¢cdo de
macrofagos pré-estimulados com secrecao de Leishmania frente ao grupo controle.
Em geral é observado que a cepa disseminada em comparacdo com a cepa
cutanea, apresenta porcentagens de infeccao significativamente maiores frente ao
controle, e maiores niumeros de amastigotas por célula ao longo do experimento,
que se evidenciam em maiores indices de infeccdo ao longo do tempo quando

comparado com a cepa cutadnea. Embora ambas as cepas possam infectar com
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éxito os macrofagos, a maneira de ativacdo dos mesmos nas primeiras etapas de
interacdo pode determinar o desfecho diferencial da infecgdo em longo prazo. Por
essa razdo, medimos aqui os niveis de citocinas proinflamatorias secretadas pelos
macrofagos infectados com cada uma das cepas e que tinham sido pré-tratados ou
nao com a secrecao homoéloga.

O paradigma da resposta Thl/Th2 frente a infeccdo com Leishmania
descreve que a resposta do tipo Thl contribui para ativacdo do macréfago, mediada
por IFN-y, com posterior controle e resolucdo da doenca (274). E interessante notar
gue nos macrofagos infectados com a cepa cutanea, foram detectados niveis de
IFN-y, indicando que moléculas expressas por esta cepa foram capazes de induzir a
secrecdo desta citocina. Tem sido observado que macréfagos estimulados com
IL12/IL18 secretam IFN-y (275-277). Contudo, as moléculas do parasito que
estimularam essa secrec¢ao ainda estéo por ser identificadas.

A resisténcia a infeccdo ou a capacidade de resolucdo das lesbes esta
associada a expressdo de IL-12, e TNF-a, com producdo de NO (278, 279).
Observamos aqui que ha um aumento significativo nos niveis de TNF-a tanto nas
células controle quanto nos macroéfagos pré-estimulados com a secrecdo da cepa
cutanea, em comparacao aos macrofagos pré-estimulados com a secrecao da cepa
disseminada e/ou infectados com ela, os quais apresentaram niveis de TNF-a 4-7X
vezes menores. Estes achados sugerem que a secrecdo da cepa disseminada
subverte de alguma forma a ativacdo da resposta pro-inflamatoéria que controla a
infeccdo e leva a autorresolucdo da lesdo causada pela cepa cutanea. Esta
subversdo garantiria a persisténcia e posterior disseminacdo do parasito. Estes
resultados também estariam de acordo com as observacbes de que TNF-a é
fundamental para a formacdo do granuloma responsavel pelo controle da
proliferacdo do parasito e resolucdo da doenca (89). O aumento de TNF-a induzido
pela cepa cutdnea pode sinalizar o caminho para o recrutamento apropriado de
células ao local da infeccao e posterior formacgéao de granuloma, levando a resolucéo
da infeccdo com esta cepa, em contraste com a infeccdo com a cepa disseminada,
incapaz de induzir este tipo de resposta. Similarmente, os niveis de IL-6 foram mais
elevados em macroéfagos pré-tratados ou ndo com a secrecao da cepa cutanea e
infectados do que nos macrofagos infectados com a cepa disseminada (pré-tratados
ou nao). Estudos seminais demonstraram que IL-6 é altamente expresso em lesdes
cutaneas localizadas de pacientes (280) e, mais recentemente, foi demonstrado que

IL-6 regula a resposta proé-inflamatéria do tipol e que individuos cujos macréfagos
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apresentam baixos niveis de IL-6 apresentam um risco maior de desenvolver a
forma mucocutanea da doencga, que implica disseminacéo do parasito (281).
Interessantemente, foi possivel analisar a secrecdo de CCL2, uma proteina
quimiotética de macrofago (MCP-1, monocyte chemoattractant protein-1) que regula
o0 recrutamento de macrofagos, mondcitos, e outras células importantes para a
resposta celular contra Leishmania (282-284). Esta quimiocina encontra-se em alta
concentracdo em lesdes de pacientes com leishmaniose cutanea localizada (285).
Similar ao observado com TNF-a e IL6, a quantificacdo de CCL2 mostrou que
macrofagos pré-tratados ou ndo com a secrecao e infectados com a cepa cutanea
apresentam niveis significativamente mais elevados desta quimiocina do que
macréfagos infectados com a cepa disseminada (pré-tratados ou ndo). Tem sido
descrito que MCP-1 junto com proteina inflamatoria de macréfago (MIP-1a) desvia a
resposta imune para uma resposta Thl e suprime a resposta Th2,em modelo
camundongo BALB/c infectado com L. (L.) donovani, mediante a inducdo da
secrecdo de IL-12 e inibicdo da producao de IL-10 em macrofagos infectados (286).
Esta citocina, em conjunto com o TNF-a, poderiam favorecer a migragéo celular para
o local da infec¢éo ativando apropriadamente a resposta celular efetora, estimulando
a formacdo de granuloma e controlando assim a infeccdo com a cepa cutanea.
Desta forma nossos dados estdo de acordo com as observacdes previas de que
pacientes com LC localizada apresentam uma resposta pré-inflamatéria que
favorece a resolucéo da infeccdo. Em contraste, a cepa disseminada néo é capaz de
suscitar essa resposta, ou tem mecanismos para evadir essa ativacao, favorecendo
a instalacdo da infeccdo, a proliferacdo do parasito e sua persisténcia no
hospedeiro, requisitos indispensaveis para a disseminacdo metastética.
Identificamos também aqui as moléculas que potencialmente medeiam esta
ativacdo/desativacdo em cada cepa, particularmente no secretoma, e apontamos
algumas moléculas que poderiam estar potencialmente associadas ao processo
metastatico. Estudos adicionais do secretoma de outras cepas precisam ser feitos
para validar a associacdo dessas moléculas com o fendtipo metastatico. Além disso,
estudos funcionais serdo necessarios para demonstrar o papel de algumas dessas

moléculas na disseminacao do parasito.
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CONCLUSOES

O secretoma de L. (V.) braziliensis, nas condicdes experimentais aqui
observadas, é composto por pelo menos 252 proteinas associadas,
principalmente, as atividades cataliticas; a maioria delas parecem ser exportadas

por mecanismos nao convencionais de secrecao;

L. (V.) braziliensis secreta proteinas que tém funcdes diferentes aquelas
canodnicas descritas anteriormente, tornando as proteinas multitarefa um alvo
interessante de estudo para conhecer a sua funcdo no meio extracelular e seu

papel no estabelecimento da infegéo;

Os secretomas da cepa disseminada e da cepa cutanea apresentam diferencas

significativas na abundéancia de proteinas secretadas para o meio extracelular;

Macrofagos peritoneais respondem diferencialmente ao estimulo de secrecéo
com cada cepa de L. (V.) braziliensis in vitro, demostrando que a secrecao

desenvolve um papel chave nas primeras etapas de infec¢ao.

As proteinas diferencialmente abundantes entre as cepas ativam
diferencialmente os macrofagos peritoneais murinos in vitro, observando-se uma
ativacao de resposta pré-inflamatoria induzida pela secrecéo e/ou infec¢cdo com a
cepa cutanea, a qual ndo foi possivel observar nos macrofagos tratado e/ou
infectados com a cepa disseminada.

A subversdo da resposta pro-inflamatoria por parte da cepa disseminada pode
favorecer o estabelecimento da infeccdo com esta cepa, sua proliferacédo e

persisténcia na célula hospedeira,
Varias das proteinas aumentadas na secrecdo da cepa disseminada poderiam

ter um papel na disseminacdo metastatica do parasito, deduzido por similaridade

com o papel desenvolvido por proteinas ortdlogas em humanos
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PERSPECTIVAS

Validar os dados protedmicos diferenciais usando parallel reaction monitoring
como estratégia quantitativa de alta resolucao.

Realizar estudos prote6micos quantitativos das proteinas secretadas pelas
culturas de macréfago e dos macrofagos per se apos tratamento com secrecao e
posterior infeccdo com as duas cepas de L. (V.) braziliensis.

Realizar estudos de localizacdo e funcdo das proteinas encontradas
diferencialmente expresas para elucidar a possivel funcdo nas células
hospedeiras.

Avaliar o efeito da secrecdo de L. (V.) braziliensis das duas cepas in vivo em
camundongos BALB/c para posterior infeccdo com promastigotas das cepas
envolvidas nos fenétipos polares.

Caracterizar quantitativamente o secretoma de amastigotas das duas cepas para
avaliar o efeito da secrecdo da forma intracelular na infeccdo do parasito em
macroéfagos.

Caracterizar secretomas de outras cepas envolvidas em fenétipos metastaticos e
comparar com os candidatos de disseminacao encontrados nesta tese.
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10 APENDICES E/OU ANEXOS

10.1Anexo 1. Sequencias de Primers usados na real time qPCR

Uniprot Cod Target Forward Primer Reverse Primer Prod(tgc;t)sme Slope Eff('é)'e(%y/ coce?frirct?leitlo(gz)
A4HIPO LBRM_18 1400 CCGCATCCCGATGATGAAGA CTCGGACGCATTCAGAGTGA 76 3.31 100 0.99
A4HACS LBRM_05 0800 AAGGGTGCGTTCAAGATCCA CTCGGCCTTGGTGCTAAACT 75 3.71 86 0.97
044010 LIP2 CGGTGTTGCCATTGAGTTGT TCATCGAAGCTCTTGCCCTC 69 3.29 101 0.94
A4HPA3 TAT CGACCGATACCCAGACTTCG CGTGGAGTTGCTGACCTTCA 56 3.82 83 0.98

AOA08SRUF5 LPMP_281290 TGTGCCTCGTGTCGGTAATG GATGCACGGTGGTTCGACCT 80 3.22 104 0.96
A4HFB2 LBRM_26 2610 CGGTTCACAGGAATGGGTGA  ACCACCTTCAATGCGACTGT 104 3.39 97 0.95
A4H438 LBRM_04 1250 GGCGAACGAGGAGTCATTTG ATCAGCGACGGCTTGAACAG 99 3.23 104 0.99
A4HDR9 LBRM 24 2150 AGACGCTGGTGAAGAACTGC AAGTCGATGCCGTAATGCTT 82 3.25 103 0.98
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