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RESUMO

Ao longo da sua evolucdo as espécies de Leishmania desenvolveram métodos de
escape do sistema imune dos hospedeiros. Um dos principais mecanismos de escape
€ mediado pela proteina de viruléncia GP63, que possui uma diferenca significativa
na quantidade de genes que a codificam, em diferentes espécies de Leishmania.
Dentre as principais espécies patogénicas, a L. braziliensis possui o0 maior numero de
genes codificantes (39), quando comparada a L. infantum (7) e L. major (6). Andlises
gendmicas indicam que esses genes podem possuir diferentes momentos de
expressdo ao longo do ciclo celular do parasita. Este estudo objetivou avaliar a
expressao de grupos de proteinas de GP63, nas diferentes fases do ciclo de vida de
Leishmania sp. Para tal, anticorpos policlonais anti-GP63 produzidos frente a
peptideos especificos dessas proteinas foram obtidos, purificados e utilizados em
ensaios de western blotting (WB) frente a proteinas recombinantes GP63, juntamente
com ensaios de curvas de crescimento de L. braziliensis e L. infantum. A L. braziliensis
possui uma grande quantidade e variabilidade de genes de GP63, que quando
testadas frente a anticorpos feitos contra peptideos especificos da mesma
demonstraram, tanto reacdes cruzadas contra outras GP63 como especificidade para
determinados genes. Os ensaios utilizando curvas de crescimento de L. braziliensis
sugeriram a hipétese de que existe uma maior quantidade de genes sendo expressos
em determinados momentos do ciclo do parasita. Ensaios de RNASeq foram
realizados e ndo foi possivel identificar um grupo de genes GP63 sendo claramente
expressos, apesar de existir uma maior quantidade de transcritos na fase estacionaria
do parasita. Os resultados observados fornecem uma visdo geral no padrdo do
reconhecimento de anticorpos anti-GP63 especificos e no perfil de expressédo dos
genes de GP63 na fase promastigota de L. braziliensis, evidenciando a plasticidade
desse parasita, responsavel pela maioria dos casos de LC no Brasil.

Palavras-chave: Metalloendopeptidases, glicoproteina gp63-Leishmania,

Leishmania braziliensis
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ABSTRACT

Throughout its evolution the species of Leishmania developed methods of escape of
the immune system of the hosts. One of the main escape mechanisms is mediated by
the GP63 virulence protein, which has a significant difference in the number of genes
encoding it in different Leishmania species. Among the major pathogenic species, L.
braziliensis has the highest number of coding genes (39) when compared to L.
infantum (7) and L. major (6). Genomic analyzes indicate that these genes may have
different expression moments throughout the cell cycle of the parasite. This study
aimed to evaluate the expression of groups of GP63 proteins in the different phases of
the life cycle of Leishmania sp. To that end, anti-GP63 polyclonal antibodies produced
against specific peptides of these proteins were obtained, purified and used in western
blotting (WB) assays against recombinant GP63 proteins, together with growth curve
assays of L. braziliensis and L. infantum. L. braziliensis has a large amount and
variability of GP63 genes, which when tested against antibodies against specific
peptides of the same, demonstrated both cross-reactions against other GP63 and
specificity for certain genes. The assays using L. braziliensis growth curves suggested
the hypothesis that there is a greater amount of genes being expressed at certain times
of the parasite cycle. RNASeq assays were performed and it was not possible to
identify a group of GP63 genes being clearly expressed, although there is a greater
amount of transcripts in the stationary phase of the parasite. The observed results
provide an overview of the pattern of recognition of specific anti-GP63 antibodies and
the expression profile of GP63 genes in the promastigote phase of L. braziliensis,
evidencing the plasticity of this parasite, responsible for the majority of cases of CL in
Brazil.

Keywords: Metalloendopeptidases, glycoprotein gp63-Leishmania, Leishmania
braziliensis
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo infec¢cbes parasitarias causadas por protozodrios
flagelados da familia Trypanosomatidae e do género Leishmania. A infeccéo
provocada por estes patdogenos pode levar ao desenvolvimento de diferentes
manifestacdes clinicas, dependendo de complexas interacdes entre o parasita e o
sistema imune do hospedeiro mamifero. As formas clinicas classicas séo divididas em
trés categorias principais: cutdnea, mucocutanea e visceral. Dentre essas formas, a
cutanea é a de maior incidéncia no Brasil e no mundo, causadas em boa parte por
espécies do subgénero Viannia e geralmente caracterizada por Ulceras na pele ou
granulomas cutaneo.

Ao longo da sua evolucéo, as espécies de Leishmania desenvolveram métodos
de escape ao sistema imune dos hospedeiros. Esse escape € mediado principalmente
por proteinas e macromoléculas de viruléncia, que tem como principais
representantes: lipofosfoglicanos (LPG), cisteina proteinases e a glicoproteina 63
(GP63). Entre suas variadas fungdes, durante o curso da infeccdo no hospedeiro
vertebrado, elas agirem primariamente na instalacdo e manutencdo do parasita,
através de acfes que contribuirdo para a evasdo do sistema imune inato.

Dos fatores de viruléncia citados, a proteina de superficie GP63 é considerada
a principal representante. No hospedeiro mamifero, esta proteina age na inativacdo
da cascata do sistema complemento e na clivagem de proteinas da matriz extracelular
do hospedeiro, facilitando assim a sobrevivéncia do parasita. Uma outra funcao da
GP63 é a capacidade de inibir a destruicdo da forma amastigota do protozoario pelo
macréfago, através da ativacdo de proteinas tirosina fosfatase (PTPs), levando a
inibicdo de cascatas bioquimicas que séo responsaveis pela sintese de produtos que
destroem a Leishmania intracelular.

Em relacdo a organizacdo dos genes codificantes de GP63, foi observada a
existéncia de multiplos genes paralogos organizados em tandem, com uma diferenca
significativa em relacdo a quantidade de genes que codificam essa proteina entre as
espécies de Leishmania. A L. braziliensis é a espécie que possui um maior nimero
de cépias (39 cépias), quando comparada com outras espécies patogénicas, como L.
infantum (15 copias) e L. major (6 copias).

Além do seu elevado numero de copias, resultados anteriores demonstraram

gue os genes de GP63 de espécies Leishmania podem ser classificados em trés
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grupos, baseado nas suas localizacbes cromossomais (cromossomos 10, 28 e 31).
Os genes dos cromossomos 28 e 31 demonstraram uma maior relacdo com genes de
GP63 encontrados em tripanossomatideos que infectam sé insetos ou plantas,
sugerindo principalmente a¢des de adeséo e nutricdo. J4 0S genes no cromossomo
10 expandiram independentemente entre diferentes espécies e parecem estar mais
associados a infeccBes nos hospedeiros vertebrados. Esses genes no cromossomo
10 parecem apresentar diferentes momentos de expresséo durante o ciclo de vida do
parasita e diferentes localizacBes subcelulares. Além disso apresentam uma
variabilidade significativa nas suas sequéncias, principalmente em L. braziliensis,
concentrada principalmente em trechos codificantes da proteina que estdo expostos
ao sistema imune, sugerindo um mecanismo de protecdo do parasita contra o
hospedeiro. Portanto, este projeto buscou avaliar a influéncia dessa variacdo de
sequéncia na expressao diferenciada de paralogos codificantes de GP63, além de
estabelecer uma relacdo entre essa expressao e a fase do ciclo de vida da L.

braziliensis.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

As leishmanioses sdo doengas causadas por protozoarios intracelulares e
caracterizadas por sua diversidade e complexidade (ORYAN; AKBARI, 2016). Estas
doencas sado conhecidas ha centenas de anos, com uma das suas primeiras
descricdes clinicas feita em 1756 por Alexander Russell, sendo chamadas de “Febre
Aleppo”. Varios nomes correspondem a esse grupo de enfermidades, tais como: kala-
azar, febre Dum-dum e lepra branca (HIDE et al., 2007). De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as leishmanioses estédo entre as sete doencas
tropicais mais importantes, representando um grave problema de saude publica em
areas endémicas, possuindo um amplo espectro de manifestacdes clinicas e
potencialmente fatais (TORRES-GUERRERO et al., 2017).

Atualmente, existem 18 espécies do género Leishmania responsaveis pelo
desenvolvimento das leishmanioses em seres humanos (STEVERDING, 2017). Esses
protozoarios sao difundidos pela picada do “mosquito-palha”, onde fémeas de
flebotomineos infectadas sdo as responsaveis pela transmissdo, porém, ja foram
relatados casos de infec¢des congénitas e transmissao sanguinea (CLEM, 2010). Do
ponto de vista dos seus hospedeiros, existem dois ciclos principais de leishmanioses:
o ciclo zoonético, que ocorre quando animais domésticos ou selvagens atuam como
reservatorios e o homem acaba sendo um hospedeiro acidental; e o ciclo
antroponotico, quando o homem é o Unico ou principal reservatorio e atua como fonte
de infecgéo para o vetor (GRAMICCIA, 2011; ROTUREAU, 2006).

As formas clinicas das leishmanioses dependem da interacdo complexa entre a
resposta imune do hospedeiro e as espécies especificas de protozoarios e vetores
(KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015). Desta forma sao classificadas em trés
principais categorias: Leishmaniose Cutanea (LC), Leishmaniose Mucocutanea (LM)
e Leishmanioses Visceral (LV) (LM) (CECILIO et al., 2014).

2.1 Agente etiolégico das Leishmanioses

Até o momento, aproximadamente 50 espécies de Leishmania foram descritas
em todo o mundo causadoras de leishmanioses em humanos e em animais
(ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017). Estas espécies pertencem a familia
Trypanosomatidae (ordem Kinetoplastida), e as espécies patogénicas para o homem
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sao classificadas em dois subgéneros, Leishmania e Viannia. Estes se diferenciam
pela posicdo na qual os parasitas das espécies associadas se desenvolvem no
intestino do inseto vetor e pela localizacao geogréafica em que evoluiram. O subgénero
Leishmania evoluiu tanto no Novo Mundo como no Velho Mundo, abrangendo as
espécies L. major, L. tropica, L. aethiopica, L. donovani, L. infantum, L. mexicana, L.
amazonensis, entre outras. Ja o subgénero Viannia se desenvolveu exclusivamente
no Novo Mundo, e suas principais espécies de interesse médico sdo: L. braziliensis,
L. peruviana, L. panamensis e L. guyanensis (BATES, 2007).

Os protozoarios do género Leishmania possuem um uUnico flagelo e sé&o
caracterizados por possuir um cinetoplasto, uma estrutura que consiste em DNA
mitocondrial. Estes protozoérios tem um ciclo de vida heteroxeno e exibem duas
formas morfol6gicas em seu ciclo de vida, que podem ser observadas na Figura 1: a
forma amastigota, com formas redondas ou ovais que medem cerca de 3 a 5 uym e
sdo encontrados em macréfagos do hospedeiro mamifero; e a forma promastigota,
organismos moveis, alongados, medindo aproximadamente 10 a 15 um de
comprimento, com um unico flagelo anterior e encontrados no intestino dos vetores
(NEVES, 2002; ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017; DAWIT, 2013).

Figura 1 - Formas evolutivas de Leishmania sp.

A B

Fonte: A autora a partir de Centers for Disease Control and Prevention (2018)
Legenda: Amastigotas intracelulares de Leishmania sp. (A). Promastigostas de Leishmania sp.
obtidos por cultura (B).
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2.2 Ciclo de vida de Leishmania sp.

No ciclo de vida desses protozoarios, a fémea de Phlebotomus ao picar o animal
infectado, absorve as formas amastigotas presentes na corrente sanguinea do
reservatorio. No intestino do inseto, o parasita inicia um processo de transformacéao e
as amastigotas mudam para o0 estagio de promastigotas prociclicas, que se
multiplicam e penetram no intestino médio para migrar para a glandula salivar e
probdscide, se transformando em promastigotas metaciclicas, as quais tem
capacidade infecciosa. Ao picar um animal saudavel, o vetor inocula o parasita,
regurgitando tais promastigotas. No local da picada os promastigotas sao fagocitados
por macrofagos, onde eles retornam a forma amastigota (Figura 2). Os macréfagos
infectados se espalham no local da picada (no caso de LC) ou migram para diferentes
tecidos e 6rgaos internos (no caso da LV), como o baco, figado e medula 6ssea
(BESSAT; SHANAT, 2015; TORRES-GUERRERO et al., 2017).

Figura 2 - Ciclo de vida dos parasitas causadores das Leishmanioses
Hospedeiro invertebrado Hospedeiro vertebrado

o Inseto injeta a forma promastigota Promastigotas s3o fagocitados
na pele durante a picada por macrcfagos e outras celulas

fagocitarias
Multplicam-se no intestino e ” /
migram para a

proboscide é
Promastigostas se transformam

om amastigotas
o As formas amastigotas se transformam em

premastigolas no intestino
W\
-
o @
58\

o i

L1 A% .
]
® @ ) & Amastigotas se multiphcam no interior das
& ’o = oélulas e infectam outras células

Ingestio de células parasitadas o Mosquito durante a picada ingerem macréfages
contaminados com parasitas

Fonte: Center for Disease Control and Prevention (2018, traducdo nossa)

2.3 Vetor de Transmissao das Leishmanioses

Aproximadamente 93 espécies de fémeas do inseto diptero popularmente

conhecido como “mosquito-palha”, pertencentes ao género Phlebotomus no Velho
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Mundo e Lutzomya nos trépicos do Novo Mundo, s&o 0s vetores responsaveis por
transmitir as leishmanioses. O género Lutzomya inclui 90% das espécies patogénicas,
a maioria das quais infecta humanos. Espécies desse género absorvem acucares que
podem desenvolver um papel importante no desenvolvimento das espécies de
Leishmania (PACE, 2014; TORRES-GUERRERO et al.,, 2017). Os adultos séo
pequenos e raramente ultrapassam 3,5 mm de comprimento corporal, variando de
guase branco a quase preto e sendo cobertos por pelos densos, mantendo suas asas
sobre suas costas em formato caracteristico de “V” quando em repouso. Tanto os
machos quanto as fémeas alimentam-se de secrecfes acucaradas de plantas, porém
as fémeas precisam se alimentar de sangue para completar o desenvolvimento dos
ovos. S8o mais ativos durante a noite e, ao contrario dos mosquitos, seu ataque ao
hospedeiro é silencioso (MAROLI et al., 2012).

Os vetores das leishmanioses sdo amplamente espalhados pelas regides
tropicais, subtropicais e temperadas, incluindo desertos, florestas tropicais, savanas e
planaltos. Eles estdo presentes principalmente nas zonas quentes da Asia, Africa,
Australia, sul da Europa e Américas, estando ausentes na Nova Zelandia e ilhas do
Pacifico (MAROLI et al., 2012; NADLER; ENK; LEON, 2014). A distribuicdo geografica
das leishmanioses depende diretamente da acdo dos seus vetores, sua ecologia e

das condicdes de desenvolvimento interno do parasita (DAWIT, 2013).

2.4 Epidemiologia das leishmanioses

Em escala global, aproximadamente 350 milhdes de pessoas vivem em areas
endémicas das leishmanioses, com 14 milhdes de pessoas sendo diretamente
afetadas. A incidéncia global destas é de aproximadamente dois milh6es de novos
casos por ano, dentre esses 1,5 milhdes é de LC e 500.000 de LV (COSTA-SILVA et
al., 2014; SAVOIA, 2015). No Hemisfério Oriental as leishmanioses sdo endémicas na
Asia, Africa e sul da Europa (chamadas “leishmanioses de Velho Mundo”). Também
sdo endémicas no Hemisfério Ocidental, onde sua distribuicdo se estende desde o
centro-sul do Texas até a Ameérica Central e do Sul, com exce¢ao do Chile e Uruguai
(“leishmanioses de Novo Mundo”). A doenga ndo é encontrada na Antartida ou nas
llhas do Pacifico e a Australia aparentemente estava livre de Leishmania spp., porém
infeccbes em cangurus e outros marsupiais foram relatadas em 2004 (DUTHIE et al.,
2012; KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015).
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2.4.1 Epidemiologia da Leishmaniose Visceral

A LV é endémica em 98 paises, sendo que entre 20.000 a 400.000 mortes
humanas sado atribuidas a essa doenca anualmente em todo o mundo e o risco de
ressurgimento ou disseminacdo em novas areas é provavel de aumentar devido as
mudancas climaticas. Mais de 67% dos casos da doenca sdo encontrados no
subcontinente indiano, afetando em grande parte os mais pobres da populacdo
(ABDULLAH et al., 2017).

Epidemias recorrentes de LV na Africa Oriental (Etiopia, Quénia, Suddo do Sul
e Sud&do) causam morbidade e mortalidade nas areas afetadas (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2018). A distribuicio geografica de cada espécie de
Leishmania influencia no tipo e na gravidade da doenca que ocorre em cada regiao.
A LV é causada por L. donovani no Sul da Africa e Asia, enquanto L. infantum causa
LV no Mediterraneo, Oriente Médio, América Latina e partes da Asia (DUTHIE et al.,
2012).

Ambientes de baixo nivel socioeconémico, predominantemente rurais e na
periferia de grandes centros urbanos, sdo propicios a ocorréncia de LV no territério
brasileiro, porém essa doenca esta se urbanizando, com a ocorréncia de casos nos
estados das regides Sudeste e Centro Oeste. A predominancia de LV ainda esta na
regido Nordeste, com 77% dos casos ocorrendo nesta regido e a doenca € mais
frequente em criangas menores de 10 anos (54,4%), sendo o sexo masculino o mais
afetado (60%) (BRASIL, 2014).

2.4.2 Epidemiologia da Leishmaniose Cutanea

A LC é uma doenca endémica em mais de 70 paises, porém 90% dos casos
ocorrem no: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Paquistéo, Peru, Arabia Saudita, América do
Sul, Arabia e Siria (REITHINGER et al., 2007). A LC é endémica na Siria ha mais de
dois séculos e a recente crise dos refugiados sirios ocasionou um surto catastrofico
no “Velho Mundo”, afetando agora as centenas de milhares de pessoas que vivem em
campos refugiados ou que estao retidas em zonas de conflito (DU et al., 2016). Nas
Ameéricas, uma média de 60.000 casos sdo diagnosticados por ano, com a Niquaraga
e a Costa Rica tendo a maior incidéncia de LC em 2014 (RODRIGUES et al., 2018).
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A LC é causada por L. major na Africa, Oriente Médio e partes da Asia, por L.
tropica no Oriente Médio, no Mediterraneo e partes da Asia, e por L. aethiopica em
partes da Africa. Muitas espécies diferentes podem estar envolvidas nas Américas,
onde a LC ocorre em toda a América do Sul e no extremo norte do México (DUTHIE
et al., 2012).

No Brasil, a LC apresenta uma ampla distribuicdo, com registro de casos em
todas as regides brasileiras, afetando ambos os sexos, embora predomine em
maiores de 10 anos (MINISTERIO DA SAUDE, 2007). Em 2014, o Brasil registrou
19.402 casos de LC, representando 20% dos casos notificados nas Américas. Ja em
2016, houve uma reducao de 34% (6.705) de casos ocorridos no pais (RODRIGUES
et al.,, 2018). Existem seis espécies responsaveis por causar a LC no Brasil: L.
amazonensis; L. braziliensis; L. guyanensis; L. lainsoni; L. naiffi; L. shawi. A L.
braziliensis apresenta ampla distribuicdo no territério nacional e é a principal espécie
causadora de LC no pais (BASANO; CAMARGO, 2004; COSTA-SILVA et al., 2014).

2.5 Manifestagdes clinicas da Leishmaniose Visceral

Também chamada de “calazar” ou “febre negra” no subcontinente indiano, a LV
€ uma sindrome associada a progressao e a infeccao sistémica de protozodrios de
Leishmania. Sua apresentacdo pode incluir ou ndo papulas cutaneas no local da
inoculacdo (GUERIN et al., 2002; GRADONI, 2018). Ap6s um periodo de incubacéo
que geralmente dura entre dois e seis meses, 0s pacientes com LV apresentam
sintomas de infecgéo sistémica persistente (incluindo febre, fadiga, fraqueza, perda
de apetite e perda de peso) e sinais de invasao parasitaria no sangue e no sistema
reticulo endotelial, com ganglios linfaticos, baco e figado alargados. A febre é
geralmente associada com rigor e calafrios, podendo ser intermitente. A fadiga e a
fragueza sdo agravadas pela anemia, que é causada pelo estado inflamatorio
persistente, hiperesplenismo (aumento da destruicéo periférica de eritrocitos no baco)
e, as vezes, por sangramentos (AGUIAR; RODRIGUES, 2017; CHAPPUIS et al.,
2007).

A LV pode ser dividida em diferentes periodos: Fase Aguda, sendo o periodo
inicial da doenca e caracterizando-se por febre, com duracéo inferior a 4 semanas,
palidez cutaneo-mucosa e hepatoesplenomegalia (Figura 3), e esporadicamente, por

tosse e diarreia; Periodo de Estado, onde o individuo apresenta febre irregular,
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geralmente associada a emagrecimento progressivo, palidez e um maior aumento da
hepatoesplenomegalia; Periodo Final, caso a doenca ndo seja diagnosticada e
tratada, quando evolui progressivamente com comprometimento mais intenso do

estado geral do paciente, que pode ir a 6bito (BRASIL, 2014).

Figura 3 - Hepatoesplenomegalia causada por LV

Fonte: Pace (2014)
Legenda: Hepatoesplenomegalia em crianca de 20 meses com
LV causada por Leishmania infantum.

2.6 Manifestagdes clinicas da Leishmaniose Cutanea

A LC, forma mais comum de leishmaniose, ndo apresenta risco de vida, mas
pode levar a morbidade estética substancial, estigmatizacdo social e efeitos
psicoldgicos. E caracterizada por uma Gnica papula na pele na regido em que o vetor
infectado picou o hospedeiro e que se desenvolve apds um periodo de laténcia
variavel, progredindo ao longo de semanas a meses (BURZA; CROFT; BOELAERT,
2018; REITHINGER et al., 2007). Durante a evolucédo da doenca, o parasita pode
atingir a corrente linfatica e se difundir para outras partes do corpo, causando varias
lesbes cuténeas ulceradas, forma denominada de leishmaniose cutanea difusa. As
lesbes geralmente se apresentam de forma indolor e costumam-se localizar em areas

expostas da pele, com formato arredondado, base eritematosa, infiltrada e de
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consisténcia firme, com bordas bem-delimitadas e elevadas, como pode ser
observado na Figura 4. Caso nao tratadas, as lesdes tendem a cura espontanea em
periodos de meses ou anos (BRASIL, 2007). A LC em humanos pode ser causada
por varias espeécies de Leishmania spp., mas a maioria das infeccdes permanece
assintomatica (GONTIJO, 2003; REITHINGER et al., 2007; GRADONI, 2018).

Na LC do Velho Mundo, as lesdes podem evoluir para placas hiperceratoticas ou
semelhantes a verrugas. As lesbes causadas por L. tropica e L major sdo auto-
cicatrizadas em um ano, mas tendem a deixar cicatrizes permanentes. Lesdes por L.
aethiopica levam anos para cicatrizar e podem evoluir para leishmaniose
mucocutanea oronasal grave e formas difusas de leishmaniose cutanea (BURZA,
CROFT; BOELAERT, 2018).

Aproximadamente 3% dos pacientes com LC desenvolvem lesdes desfigurantes
gue geralmente envolvem a mucosa hasal ou orofaringea (GIUDICE et al., 2012). Um
estudo recente relatou o tropismo na mucosa nasal da infeccdo por L. (Viannia)
braziliensis e um fendtipo de casos clinicos associados ao DNA do parasita na
muscosa nasal, 0s quais eram pacientes que precisavam de mais ciclos de tratamento

para alcancar a cura clinica (CANARIO et al., 2019)

Figura 4 - Leishmaniose Cutanea

A B

Fonte: Reithinger et al. (2007); Kevric, Cappel e Keeling (2015).
Legenda: Em (A) observamos uma lesdo causada por L. tropica, em Kabul, Afeganistdo, em (B)
apresenta-se uma leséo primaria tipica de LC no dedao esquerdo

2.7 Manifestacgdes clinicas da Leishmaniose Mucocutanea

A LM é uma forma grave de leishmaniose, causada pela disseminacdo na

mucosa facial de espécies de Leishmania do Novo Mundo, pertencentes ao
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subgénero Viannia. A LM causa lesdes desfigurantes e destrutivas, observadas na
Figura 5, e é potencialmente fatal (HIDE et al., 2007; REITHINGER et al., 2007). As
lesbBes por LM localizam-se na mucosa das vias aéreas superiores. Acredita-se que a
lesdo mucosa metastética aconteca por disseminacdo hematogénica ou linfatica. Na
maioria dos casos a LM resulta de LC néo tratada ou com tratamento inadequado
(MINISTERIO DA SAUDE, 2007). Esta infeccdo é mais comumente associada a L.
braziliensis embora varios outros agentes etioldgicos tenham sido evidenciados, tais
como as L. panamensis, L. guyanensis, L. amazonensis, L. major, L. tropica e L.
infantum. Nesta forma da doenca a identificacdo da espécie causadora é de grande
importancia para avaliacdo do risco de progressdo de uma LC para uma LM,
principalmente porque a LM geralmente se instala com maior facilidade quando o
individuo ja possui les@es ativas de LC (REITHINGER et al., 2007; GRADONI, 2018).

Figura 5 - Leismaniose Mucocutanea

Fonte: Reithinger et al. (2007)
Legenda: Destruicdo da mucosa causa por
L. braziliensis em Cochabamba, Bolivia.

2.8 Respostaimune do hospedeiro e patogenia nas leishmanioses

Na infeccdo, os promastigotas metaciclicos de Leishmania obtém acesso ao
hospedeiro, onde eles encontram neutréfilos, macr6fagos e monécitos (GOLLOB;
VIANA; DUTRA, 2014). Uma vez que essas células sdo especializadas em destruir

patogenos invasores e iniciar a resposta imune, as espécies de Leishmania tiveram
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gue evoluir uma gama de mecanismos para subverter a funcdo normal dos
macrofagos, garantindo sua sobrevivéncia e manutencdo da infeccdo (OLIVIER;
GREGORY, 2005).

O estado de saude da pessoa infectada, incluindo fatores nutricionais e idade, o
vetor de transmisséo; a espécie de Leishmania e a constituicdo genética do parasita,
sao fatores determinantes na apresentacao clinica resultante da infeccao (AL-KAMEL,
2017; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015). A
interacdo entre esses elementos modela a resposta imunoldgica individual e gera o
quadro clinico. Durante a infeccdo as formas promastigotas metaciclicas séo
processadas por células dendriticas e apresentadas a células T-naive, que por sua
vez produzem um padrdo de citocinas resultando na produgéo de diferentes
populacbées de células T (KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015). Os dois maiores
mecanismos responsaveis pelo controle dos parasitas sdo a producdo de EROs
(espécies reativas de oxigénio), gerados pela explosédo respiratoria que ocorre na
fagocitose, e o NO (6xido nitrico), gerado pela ativacao de células por INFy (interferon
gama). Embora os parasitas de Leishmania sp. sejam sensiveis a EROs, a explosao
respiratdria em macrofagos nédo-ativados € insuficiente para matar o parasita no
fagolissomo (SCOTT; NOVAIS, 2016). Este fato pode ser devido a atuacdo de
algumas proteinas de viruléncia do parasita, quando no interior do fagolissomo, que
inibem a geracédo de compostos que matariam o parasita (MATHEOUD et al., 2013).

O espectro imunoldgico observado em pacientes com leishmaniose varia de
individuos com HT (hipersensibilidade tardia) mediada por células T, com altos niveis
de INFy, a individuos que ndo tem uma HT, mas um alto nivel de anticorpos. As células
de Leishmania sdo mortas por macréfagos ativados por INFy e ndo sédo neutralizadas
por anticorpos. Individuos com uma forte HT, tem poucos parasitas em suas lesoes,
enquanto aqueles com apenas resposta humoral, sdo incapazes de controlar sua
carga parasitaria (SCOTT; NOVAIS, 2016). Foi visto que pacientes com LV produzem
uma grande quantidade de anticorpos especificos, porém néo protetivos contra certos
antigenos do parasita. As espécies de Leishmania possuem moléculas que permitem
estabelecer um parasitismo intracelular bem-sucedido em fagolissosomos ou
vacuolos parasitéforos de macrofagos e outras células. Essas moléculas interagem
com o sistema imunitario do hospedeiro favorecendo o parasita, sendo diretamente
responsaveis pelos sintomas clinicos vistos nas leishmanioses (CHANG; MCGWIRE,
2002).
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Em estudos comparando a infeccéao de L. braziliensis com a de L. amazonensis,
a primeira demonstrou um eficiente desencadeamento da resposta imune em relacao
a L. amazonensis. A infeccao por L. braziliensis leva a ativagéo de células dendriticas,
acompanhadas de uma regulacao positiva de uma das vias que controlam a atividade
génica ligada a resposta imune (JAK-STAT), o que nao foi observado em L.
amazonensis. Além disso, células dendriticas infectadas por L. braziliensis sdo mais
eficientes na iniciacdo de células-T naive, que irdo proliferar e produzir INFy, e
interleucina 17 (IL-17) (SOONG; MELBY, 2012).

2.9 Fatores de viruléncia de Leishmania sp.

Os parasitas causadores das leishmanioses desenvolveram diferentes
estratégias para sobreviver as acdes da resposta imune inata durante os primeiros
momentos de infeccdo, bloqueando rapidamente a inducdo e a regulacdo das
principais fun¢fes da célula hospedeira, tais como: produ¢do de NO, TNFa (fator de
necrose tumoral alfa), IL-12 (interleucina 12) e EROs (GOMEZ; OLIVIER, 2016).
Também atuam influenciando vias de sinalizacdo dos macrofagos, interferindo na
fosforilacdo e no estado de ativacao de varias quinases das familias MAPK e JAK.
Essas quinases atuam sobre alguns fatores de transcricdo que sao criticos para a
ativacdo de varios mediadores anti-microbianos e inflamatérios necessarios para
controlar os agentes infecciosos (OLIVIER et al., 2012).Diferentes fatores de viruléncia
estdo ligados as estratégias de defesa das espécies de Leishmania contra a resposta

imune dos hospedeiros. Alguns deles estédo descritos no Quadro 1.

Quadro 1 -Fatores de viruléncia de Leishmania sp. e suas respectivas funcdes
(continua)

Fator de Viruléncia Funcdes

Glicoinositolfosfolipideos | Ajudam espécies de Leishmania, incluindo L. major e L.
(GIPLS) braziliensis, a sobreviverem dentro do ambiente hostil dos
macroéfagos, inibindo a oxido nitrico sintetase e a proteina
guinase C (PROUDFOOQOT, et al. 1995)
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Quadro 1 -Fatores de viruléncia de Leishmania sp. e suas respectivas funcées

(concluséo)

Fator de Viruléncia

Funcbes

Proteofosfoglicanos
(PPGs)

Sao polipeptideos altamente glicosilados. Suas funces ndo
sdo totalmente elucidadas, porém como os PPGs de
membrana revestem a superficie do parasita, acredita-se
gue eles desempenham algum papel na ligacdo aos
receptores de macrofagos. Também podem contribuir para
a manutencao do vacuolo parasitoforo. (PETER et al 1997;
ILG, 2000)

Lipofosfoglicano (LPG)

E um ligante de macrdfagos que esta diretamente envolvido
nos estagios iniciais da infeccédo. Ensaios realizados em L.
major demonstraram que na auséncia de genes
codificantes da biossintese de LPG, os parasitas ficam mais
susceptiveis a acao do sistema complemento e a oxidantes
produzidos pelas células infectadas, ficando assim sua
viruléncia altamente prejudicada. O LPG de diferentes
espécies de Leishmania é altamente polimorfico, onde
partes da molécula podem ser substituidas em algumas
espécies (SPATH et al 2000; GAUR et. al 2009;
SVAROVSKA et al 2010)

Proteina de membrana

de cinetoplastideo 11

E uma proteina hidrofébica que é associada ao LPG que
apresenta propriedades imunorreguladoras e é capaz de
induzir a expressao de IL-10 em células de pacientes com
LC e LM (JARDIM, 1995)

Proteases

Sao enzimas que hidrolisam as ligacdes peptidicas, podendo
ser classificadas com base em seus dominios cataliticos em:
serina-, treonina-, aspartil-, metalo- e cisteina-proteases
(SILVA-ALMEIDA et al.,, 2012). Tais enzimas tém sido
implicadas em diversas atividades parasitarias, como
invasao tecidual, sobrevivéncia em macrofagos e modulacéo
da resposta imune do hospedeiro(SILVA-ALMEIDA et al.,
2014).

Fonte: A autora
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2.10 Metaloproteases

As metaloproteases compreendem um grupo de enzimas necessarias para a
proliferagcdo celular, diferenciacdo, remodelacdo extracelular, vascularizacdo e
migracdo celular em processos fisioloégicos e patologicos. Sdo divididas em dois
grupos: metaloproteases de matriz (MMP), tais como MMP-9 e MMP-2 produzidas
principalmente por macréfagos ativados, e as desintegrinas metaloproteases, como a
GP63, presente na membrana de espécies do género Leishmania (MURASE et al.,
2018).

O zinco é o metal essencial para a atividade catalitica das metaloproteases. Estas
sdo produzidas por Vvarios microrganismos patogénicos e tém a sequéncia de
consenso HEXXH, na qual dois residuos de histidina funcionam como ligantes do ion
zinco. As proteases produzidas por patdégenos oportunistas mostram uma ampla
variedade de acdes patoldgicas, porque elas tém atividade proteolitica em diversos
tipos de proteinas hospedeiras, tais como componentes da matriz extracelular e
proteinas plasmaticas (HOOPER, 1994; MIYOSHI; SHINODA, 2000).

No genoma de L. (Viannia) braziliensis, 52% dos genes de protease correspondem
a metaloproteases, porém, ainda ndo estd completamente claro como essa
diversidade favorece a infec¢do e a sobrevivéncia desses parasitas (SUTTER et al.,
2017). Dentre as proteases, a que mais merece destaque € a GP63, devido ao seu
critico papel na relacédo parasito-hospedeiro (ISNARD et al., 2012).

211 GP63

Entre os conhecidos fatores de viruléncia envolvidos na interacdo parasita-
hospedeiro, as proteases GP63 s&do compartiihadas pelos trés tipos de
tripanossomatideos mais conhecidos (Leishmania sp.; T. brucei; T. cruzi), embora o
T. brucei empregue uma glicoproteina variante de superficie (VSG) como seu principal
fator de viruléncia e o T. cruzi utilize as mucinas. As proteases GP63 de T. brucei sédo
predominantemente expressas na forma sanguinea do parasita, e as evidéncias
experimentais implicam que elas podem proteger o parasita da corrente sanguinea
contra a lise mediada pelo complemento por prejudicar uma funcéo de processamento

de proteinas. JA4 em Leishmania sp., a GP63 (também conhecida como
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leishmanolisina) é considerada um dos principais fatores de viruléncia (GOMEZ;
OLIVIER, 2016; MA et al., 2011).

2.11.1 Principais funcdes

Desde 1980, varios papéis relevantes na patogénese da Leishmania séo atribuidos
a GP63 e é sabido que esta proteina desempenha um papel importante durante a
ligacdo e invasdo ao macrofago. A opsonizacgao in vivo de promastigotas metaciclicos
de Leishmania por C3b e C3bi permite a interacdo com o receptor de complemento
de macrofagos 1 (CR1) e receptor do complemento tipo 3 (CR3) respectivamente. No
entanto, como o C3b é rapidamente convertido em C3bi por GP63, aparentemente o
CR3 é o receptor mais importante e a interacdo com CR1 € apenas transitoria. A
ligacdo via CR3 em vez de CR1 é vantajosa para o parasita, uma vez que nao ira
desencadear a explosdo oxidativa durante a fagocitose (OLIVIER; GREGORY, 2005).
A GP63 também se liga a outros receptores, tais como o receptor de fibronectina
(JOSHI et al., 2002; MCKERROW et al., 2005; YAO; DONELSON; WILSON, 2003). O
equilibrio entre fosforilagéo e desfosforilacdo de residuos de serina, treonina e tirosina
na estrutura e regulacdo de proteinas quinases e fosfatases, € fundamental para o
controle de mecanismos intracelulares de células eucariéticas. Formas amastigotas
de Leishmania, com o auxilio da proteina GP63, sdo capazes de controlar as vias de
sinalizacdo e as funcdes antimicrobianas dos macréfagos hospedeiros, explorando o
papel das fosfatases como reguladores negativos dessas vias. A GP63 cliva entao
varios alvos dos macroéfagos infectados, tais como: o substrato de quinase C rico em
alanina miristoilada (MARCKS), um substrato critico para a sinalizacdo dependente
de proteina quinase C (PKC); moléculas envolvidas na ativacdo do citoesqueleto de
actina; a quinase mTOR, que afeta o inicio da traducdo e consequentemente a
producgdo de IFN tipo 1; e fatores de transcrigdo, como os NF-kB e AP — 1. A GP63
parece entdo atuar de diferentes formas anulando a capacidade de transcricdo dos
macrofagos (OLIVIER et al., 2012a). Algumas dessas vias podem ser observadas na
Figura 6.
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Figura 6 - Vias de sinalizacdo dos macréfagos sendo influenciadas por GP63.
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Fonte: Olivier et. al (2012, modificado)
Legenda: As setas indicam alvos GP63 envolvidos em vias de sinalizagéo; cruzes vermelhas indicam

alteracdo na cascata de sinalizacéo e inibicéo funcional.

Outro papel fundamental da GP63 é a ativacdo das proteinas tirosina
fostatases (PTPs) de macrofagos. Essa ativacdo vai resultar na inibicdo de diversas
vias que culminariam na formacdo de produtos antimicrobianos, tais como NO,
promovendo a sobrevivéncia do parasita e manutencdo da doenca (GOMEZ;
OLIVIER, 2016; OLIVIER et al.,, 2012b). Outras funcdes da GP63 incluem: ()
facilitacdo da fagocitose da forma promastigota pelos macrofagos, (Il) inibicdo da
funcdo das células natural-killer, (11l) resisténcia a peptideos antimicrobianos e (IV)
promocao da sobrevivéncia de amastigotas intracelulares (AVILA-LEVY et al., 2014).
Em L. tarentolae, foi observado ainda que proteinas GP63 séo responsaveis por clivar
proteinas vesiculares (VAMPS8) e proteinas de superficie de vesiculas (SNARE),
presentes em fagossomos fagociticos. O fenémeno de clivagem impede a ligacéo do
complexo NADPH oxidase aos fagossomos alterando as propriedades de pH e
degradacdo dos fagossomos. Entdo, a apresentacdo dos antigenos exdgenos de

Leishmania por moléculas de MHC classe | ndo ocorre, diminuindo a ativacdo dos
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linfocitos T, persistindo a infeccdo e reduzindo significativamente a morte parasitaria
(MATHEOUD et al., 2013; MURASE et al., 2018)..

2.11.2 GP63 no inseto vetor

Para realizar seu ciclo de vida, as diferentes espécies de Leishmania devem
enfrentar varias condi¢cdes adversas no hospedeiro vertebrado e mesmo no vetor
invertebrado. No vetor, essas incluem a acdo de enzimas digestivas, 0 espaco
endoperitrofico e a ligacdo a um receptor de microvilosidades. Para contornar essas
barreiras, os parasitas desenvolveram uma série complexa de glicoconjugados de
superficie, conhecidos por estarem envolvidos em muitas etapas da interacao
parasita-hospedeiro (SOARES et al., 2017).

O desenvolvimento destes parasitas nos vetores flebotomineos comeca entdo com
a liberacdo de amastigotas de macréfagos infectados ingeridos durante o repasto
sanguineo, que entdo se transformam em promastigotas prociclicos moéveis com
flagelos curtos. Estas formas crescem dentro dos insetos rodeadas por uma matriz
peritréfica semi-permeéavel. Depois que a matriz peritrofica comeca a se degradar,
promastigotas prociclicas se transformam em formas nectomonadas alongadas,
altamente mdveis, cuja funcdo é escapar do espaco endoperitréfico e ancorar-se ao
epitélio do intestino médio. Essa ligacdo de promastigotas ao epitélio do intestino
meédio é considerada uma parte essencial do ciclo de vida do vetor de flebotomineos,
permitindo que os parasitas persistam além da fase inicial do repasto sanguineo. Entre
as moléculas de superficie de Leishmania que fazem parte desta e de outras etapas
fundamentais para a interacdo parasito-hospedeiro invertebrado, duas moléculas
ancoradas a GPI sdo as mais importantes: as LPG e as GP63 (JECNA et al., 2013;
SOARES et al., 2017).

As moléculas de GP63 também desempenham funcdes de adeséo e atividade
proteolitica no hospedeiro invertebrado, atuando na aquisicdo de nutrientes, na
migracao através da matriz extracelular do inseto, e na degradagédo de moléculas de
defesa do mesmo (AVILA-LEVY et. al., 2014).
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2.11.3 Organizacédo génica

Os genes de GP63 séo genes organizados em tandem e nao estao restritos ao
género Leishmania, uma vez que estudos demonstram a presenca de sequéncias
codificantes de GP63 conservadas e funcionais em espécies de tripanossomatideos
que parasitam insetos, plantas e também em protozoarios mais distantes
evolutivamente como Trichomonas vaginalis (SMITH; PEACOCK; CRUZ, 2007).

Entre as espécies de Leishmania foi encontrada uma grande variacdo na
qguantidade de copias de genes que codificam a GP63, sendo que estes foram
encontrados em trés cromossomos (10, 28 e 31). Um estudo realizado em L. major
demonstrou que o conjunto de genes que codificam a GP63 possui quatro cépias no
cromossomo 10, com um Unico gene no cromossomo 28 e um gene relacionado no
cromossomo 31. Em L. infantum e L. braziliensis existem cinco e 33 genes,
respectivamente, no cromossomo 10 (ISNARD et al., 2012). Em relagédo a L.
braziliensis (M2904), os dados mais recentes sugerem a presenca de 33 genes de
GP63 no cromossomo 10, dois no cromossomo 31 e nenhum no cromossomo 28
(FUENTE et al., 2019).

Estudos com multiplos isolados de L. braziliensis e L. peruviana (duas espécies
do subgénero Viannia) mostraram uma variagcao extensiva no tamanho dos genes e
evidéncia de rearranjos génicos nesse locus, sugerindo que o l6cus GP63 é suscetivel
a mudancas dinamicas neste subgénero (PEACOCK et al., 2007; SMITH; PEACOCK;
CRUZ, 2007).

Do ponto de vista evolutivo, sdo observadas diferencas entre os genes de GP63
do subgénero Viannia e do subgénero Leishmania, em numero e em estrutura
(VICTOIR; DUJARDIN, 2002). Existe uma grande variedade de genes de GP63 em L.
braziliensis localizados em sua maioria no cromossomo 10, porém o0 motivo da
expansao desse numero de genes especificamente nesse cromossomo ainda nao
esta totalmente elucidado, mas pode ser atribuido a falta de dados estruturais para
esse parasita (SUTTER et al., 2017). As espécies do género Leishmania que possuem
a mais complexa organizacdo nos genes codificantes de GP63 sao L. braziliensis e L.
guyanensis, ambas do subgénero Viannia (HAMERS et al.,, 1995; VICTOIR;
DUJARDIN, 2002).

Buscando entender essa divergéncia entre a expansao desses genes no

cromossomo 10, estudos de filogenia utilizando sequéncias proteicas de
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tripanossomatideos mais distantes evolutivamente demonstraram a clara divergéncia
de genes de GP63 mapeados no cromossomo 10 de Leishmania, dos genes
mapeados nos cromossomos 28 e 31. Também observou-se que 0S genes nos
cromossomos 28 e 31 de Leishmania provavelmente surgiram antes das espécies
ancestrais colonizarem vertebrados e podem nao estar envolvidos em processos
patogénicos no hospedeiro mamifero (CASTRO NETO et al, 2019).

2.11.4 Estrutura

A GP63 € uma metaloprotease de zinco ancorada a membrana plasmatica por
meio de uma molécula de glicofosfatidilinositol (GPI). Esta enzima pertence a familia
de peptidases M8, e estima-se que cada célula promastigota tem 5x10° moléculas
desta proteina. A estrutura tridimensional da GP3 foi resolvida (PDB ID: 1L ML)
(SCHLAGENHAUF; ETGES; METCALF, 1998) e revelou uma estrutura de trés
dominios (N-terminal, regido central e C-terminal), que podem ser observados na
Figura 7. O dominio N-terminal contém uma regido ligante de zinco correspondente
aos sitios cataliticos das metaloproteases de zinco, com o motivo de sequéncia
HEXXHXXGXXH. Diferente de outras proteases desta classe, entretanto, existe um
inserto de 62 aminoacidos entre a glicina e o terceiro residuo de histidina (SUTTER et
al., 2017; YAO; DONELSON; WILSON, 2003).

As GP63 partilham de alta identidade de sequéncia entre si, embora ja foram
encontradas tanto formas anfifilicas, como formas hidrofilicas. Elas diferem
principalmente em suas regides codificantes C-terminais e nas regides 3’ nao
traduzida (3’-UTRs) dos seus mRNAs (YAO; DONELSON; WILSON, 2003).
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Figura 7 - Estrutura tridimensional da proteina GP63

Fonte: Schlagenhauf et. al (1998, adaptado)

Legenda: Representacdo da estrutura da molécula de GP63, com o dominio C-terminal mostrado em
azul, o domimio N-terminal mostrado em vermelho e o dominio central mostrado em verde. Ligacbes
dissulfeto estdo em amarelo. O atomo de zinco no sitio ativo esta representado como uma esfera em
rosa.

2.11.5 VariacGes na regido C-terminal

A maioria das proteinas GP63 possuem diferencas entre suas regidbes C-
terminais. Essas diferencas, tais como delecdes e extensdes podem alterar a ligacéo
proteica, se esta regido for um dominio trans-membranar (MAURICIO et al., 2006;
RAMAMOORTHY etal., 1992; VOTH et al., 1998). A regido C-terminal, caso deletada,
diminui em aproximadamente 50% a atividade catalitica da enzima (MAZUMDER,;
GANGULY; ALI, 2010).

Utilizando-se de alinhamentos de sequencias proteicas codificadas por genes do
cromossomo 10, trés grupos de proteinas foram identificados no total, para L. major e
L. infantum, com possiveis diferencas de expressao (KELLY; NELSON; MCMASTER,
2001), relacionadas a diferengas na sua regido C-terminal. Em L. braziliensis esta
analise revelou seis grupos de genes de GP63 no cromossomo 10 compativeis com
alteracdes funcionais que podem estar ligadas a sua localizagdo na membrana ou
liberacdo em meio extracelular (CASTRO NETO et al., 2019).
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2.11.6 Expresséao

A sintese de GP63 é realizada no reticulo endoplasmético, onde sua sequéncia-
sinal N-terminal é clivada e os residuos de aminoacidos C-terminais sao substituidos
por uma estrutura de membrana de ligacdo a ancora GPIl. O processamento
proteolitico subsequente envolve a clivagem de um pro-peptideo para produzir a
cadeia polipeptidica madura (SCHLAGENHAUF; ETGES; METCALF, 1998). Em
meédia, 500.000 copias de GP63 sdo expressas por célula, o que representa cerca de
1% do total de proteinas celulares (NOVOZHILOVA; BOVIN, 2010). Estudos
demonstraram que a expresséo de produtos dos genes de GP63 variam de acordo
com a fase de crescimento e da forma do ciclo de vida de Leishmania. A grande
guantidade de genes de GP63 geram proteinas abundantes que variam entre
espécies de Leishmania levando a diferentes efeitos biolégicos (ISNARD et al., 2012).

Uma cepa de L. braziliensis virulenta demonstrou um perfil proteolitico complexo
e distinto de uma cepa de L. braziliensis ndo-virulenta. Diferengas encontradas na
producao de proteases estdo possivelmente associadas ao mecanismo de infeccéo e
viruléncia de L. braziliensis. A atividade proteolitica em cepas de diferentes padrdes
de viruléncia pode estar diretamente relacionada com a participagdo dessas enzimas
durante a infecgdo no hospedeiro (LIMA et al., 2009).

Estudos feitos em L. major, demonstraram que os genes denominados GP63 1-
5 e 7, sdo estagio-especificos, sendo altamente expressos somente na fase
promastigota, jA o0 gene 6 é constitutivamente expresso em ambas as fases (Figura
8), porém em uma quantidade menor, sendo a GP63 uma proteina preferencialmente
expressa no estagio promastigota (SCHNEIDER et al., 1992; VOTH et al., 1998). Foi
visto que moléculas de GP63 sdo também expressas pela forma amastigota de L.
major (FROMMEL et al., 1990).
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Figura 8 - Expressao de genes GP63 em L. major
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Legenda: Na imagem podemos observar um segmento de cromossomo, com 0s genes de GP63 em
organizados em tandem, onde 0s genes 1, 5 e 6 sdo expressos somente na fase promastigota,
enguanto o gene 6 esta sendo expresso constitutivamente (fase promastigota e fase amastigota).

As regibes nao traduzidas dos mRNAs e as regides intergénicas dos genes
organizados em tandem, na maioria das vezes, regulam a expressdo génica em
tripanossomatideos. Visto isso, em L. major foi demonstrado que a expressdo
diferencial de GP63 em amastigotas e promastigotas € regulada por sequéncias
Gnicas preditas nas regides 3’ ndo traduzidas dos mRNAs de GP63 (YAO;
DONELSON; WILSON, 2003).

Foi demonstrado em L. donovani chagasi que existem trés grupos distintos de
genes de GP63, classificados de acordo com o padréo de expresséo dos seus mRNAs
(mMRNAs de fase log, fase estacionaria e constitutivos) e contendo regides 3’ nao
traduzidas Unicas especificas em cada fase. Os RNAs de fase log e estacionaria
possuem regides codificantes idénticas. J& os RNAs constitutivos, possuem um C-
terminal com uma adicdo de 41 aminoacidos, que substitui um sitio de ligacdo a
ancora GPI por uma sequéncia que pode ser um dominio transmembrana
(RAMAMOORTHY et al., 1992).

2.11.7 Classificagdo dos genes de GP63 em L. braziliensis
Para se entender melhor a real diversidade e fung¢do dos inimeros genes de

GP63 localizados no cromossomo 10 de L. braziliensis, em um estudo prévio foi

realizada uma analise comparativa entre estes genes e agueles no mesmo
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cromossomo de L. major e de L. infantum. Nesta analise foram considerados apenas
trés dos grupos de identificados de GP63 de L. braziliensis uma vez que os demais
apresentavam truncagens na sua extremidade C-terminal. Destes trés grupos, com
extremidades C-terminais nas respectivas proteinas claramente distintas, um destes
se mostrou relacionado aos genes expressos na fase estacionaria em L. infantum
enquanto um segundo, com grande expansdo em numeros de genes, se mostrou
relacionado ao gene de L. infantum expresso constitutivamente. O terceiro grupo de
L. braziliensis, também expandido em nimero de cdpias, ndo parece ter equivalente
em L. infantum no que concerne ao sua extremidade C-terminal (CASTRO NETO et
al., 2019). Esses resultados reforcam a existéncia de caracteristicas Unicas nos genes
de L. braziliensis com expansdo em numero de copias e levantam alguns pontos
relevantes para investigacdo. O primeiro deles seria qual a diferenga entre esses trés
grupos de genes no que concerne a sua expressao e localizacdo subcelular, tendo
visto as diferencas observadas nas extremidades 3’ ndo traduzidas nos mMRNAs e nos
sinais de localizacdo/secrecdo nas extremidades C-terminais das proteinas. O
segundo diz respeito a existéncia ou nao de diferentes padrbes de expressao para 0s
multiplos genes classificados dentro de um mesmo grupo no cromossomo 10. Este

trabalho buscou avancar nessa investigacéao.
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3 PERGUNTA CONDUTORA

Com base na existéncia de multiplos genes paralogos de GP63 localizados no
mesmo cromosomo e de estrutura similar, existe variagao no perfil de expressao das

diferentes proteinas GP63 paralogas ao longo do ciclo de vida da L. braziliensis?
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4 HIPOTESE

Diferentes proteinas GP63 séo expressas diferencialmente em fases especificas
do ciclo de vida de L. braziliensis e essa expressdo pode variar de acordo com
aspectos diferenciados da estrutura dessas proteinas e como reflexo das

necessidades do parasita para sua sobrevivéncia.
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5 OBJETIVO GERAL

Avaliar de forma comparativa o reconhecimento por soro policlonal especifico e
a expressao de diferentes proteinas paralogas GP63 de L. braziliensis, codificadas

por genes localizados no seu cromossomo 10.

5.1 Objetivos Especificos

a) Avaliar o reconhecimento e especificidade de multiplos lotes de anticorpos
gerados contra diferentes paralogos de GP63 de L. braziliensis;

b) Analisar, de forma comparativa, a expressao de paralogos selecionados ao
longo de curvas de crescimento da forma promastigota do parasita;

c) Comparar a expressdao de transcritos de GP63 em fase logaritmica e

estacionaria de crescimento de promastigotas de L. braziliensis.
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6 METODOLOGIA

Para a producéo de anticorpos foram selecionadas através de alinhamentos e
analises filogenéticas, proteinas e peptideos GP63 com sequencias de aminoacidos
divergentes. Foram utilizadas duas metodologias para a producao de anticorpos para
as proteinas GP63 em questdo. A primeira utilizando proteinas recombinantes e a
segunda utilizando-se de peptideos sintéticos conjugados a molécula KLH. Os
anticorpos foram testados frente a proteinas recombinantes e frente a extratos de L.
braziliensis em diferentes fases de crescimento da forma promastigota do parasita.
Para analisar qual das proteinas GP63 estava sendo mais expressa na fase
promastigota, foram feitas analises de RNASeq (Figura 9).

Figura 9 - Esquema metodoldgico
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Fonte: A autora

6.1 Alinhamento e analise filogenética

As sequéncias selecionadas disponiveis em bancos de dados, juntamente com
sequéncias obtidas por PCR de estudos anteriores, foram alinhadas no programa
MAFFT version 7 (KATOH et al., 2002). Em seguida, esse alinhamento foi editado
pelo Trimal (CAPELLA-GUTIERREZ, SILLA-MARTINEZ, GABALDON, 2009), para
manter somente os sitios filogenéticos informativos. Foi-se utilizado para construir a
arvore filogenética o programa PhyML 3.0 (GUINDON et al., 2010) e usando o método
de maxima verossimilhanca e o MrBayes (HUELSENBECK; RONQUIST, 2001),
aplicando o método bayesiano. O suporte dos ramos para as arvores foi dado por

analises de bootstrap usando 1000 replicatas.
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6.2 Subclonagem de proteinas GP63 recombinantes

Foram feitas subclonagens utilizando construg¢des plasmidiais no vetor pPGEMT -
easy contendo os genes de GP63 de interesse ja obtidas previamente pelo grupo.
As construcdes e o0 plasmideo de expressdo pET21a(+) (Novagen) foram digeridas
com enzimas de restricdo BamHI/ Xhol, para obtencédo dos fragmentos de DNA
correspondentes. Os fragmentos obtidos foram avaliados por meio de eletroforese em
gel de agarose 0,8%, corado com Syber® Safe (Invitrogen®) e visualizados em
aparelho emissor de ultravioleta de ondas longas. As bandas de interesse foram
excisadas e purificadas utilizando-se o sistema de purificacdo GFX (GE Helthcare®)
conforme recomendacéo do fabricante.

A partir do produto da digestao purificado e quantificado no NanoDrop 2000, UV-
Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific), foram realizadas ligagbes com a enzima
T4 DNA ligase (NEW ENGLAND Biolabsinc.), a 16°C por 18 horas. Reagdes contendo
apenas o vetor linearizado, ou seja, sem 0s genes, foram utilizadas como controles
negativos da ligacdo. As construcdes foram transformadas em Escherichia coli cepa
TOP10 quimiocompetentes, através de choque térmico (30 minutos imersas em gelo
e 5 minutos em banho-maria a 37°C) em soluc¢édo tamponada de cloreto de magnésio.

Estas células, foram plaqueadas em meio LB (Luria-Bertani) sélido contendo
ampicilina na concentracao de 100 pg/mL, e foram colocadas em estufa bacteriol6gica
por 16 horas a 37 °C. ApGs analise das placas, colénias de cada gene foram
escolhidas aleatoriamente, isoladas e inoculadas em tubos contendo 3 mL de meio
LB liguido com ampicilina (100 pg/mL). Os in6culos foram entdo colocados sob
agitacdo constante (180 rpm) a 37°C por aproximadamente 16 horas. Apés o
crescimento, foram retiradas aliquotas de 1,5 mL dos indculos, para obtencédo de um
sedimento através de centrifugacdo a 12.000 x g por 3 minutos. A partir do sedimento
foi realizado o a extracdo de DNA plasmidial por lise alcalina, e a analise dos
plasmideos obtidos realizada em gel de agarose a 1%.

A confirmagcdo das subclonagens foi feita através da andlise pela digestdo
(usando as enzimas BamHI e Xhol) e sequenciamento das minipreparacgdes, realizado
por método de sanger automatico, no equipamento ABI Prism 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosytems) do Nucleo de Plataformas Tecnolégicas (NPT) do IAM-FIOCRUZ.
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6.3 Expresséao de proteinas GP63 recombinantes

Para a expressao das proteinas recombinantes o vetor de expressdo pET21a(+)
(Novagen), contendo os fragmentos génicos de interesse e o0 vetor vazio (para o
controle de expressdo) foram transformados em cepas de células BL21 star
(Invitrogen®) e Rosetta (Novagen) de E. coli através de transformacédo por choque
térmico. Para a transformacéo, as bactérias foram incubadas por 30 minutos a 4°C,
seguido de choque térmico a 37°C por 5 minutos, com subsequente semeio das
células transformadas em placa de Petri contendo meio Agar LB solido na presenca
de ampicilina (100 pg/uL) e incubadas a 37°C por 18 horas. As colonias obtidas foram
inoculadas em 2 mL de meio LB liquido contendo antibiético, e foram incubadas sob
agitacdo constante (180 rpm) a 37°C por aproximadamente 16 horas. Para inducao
da expressédo das proteinas recombinantes, aliquotas de 2 mL das culturas crescidas
foram inoculadas em 20 mL de meio LB com antibi6tico e incubadas a 37°C sob
agitacdo constante (180 rpm) e o crescimento bacteriano foi acompanhado pela
afericdo em espectrofotdmetro (comprimento de onda de 600 nm) até atingir uma
densidade dtica (D.O.) entre 0,5 nm e 0,8 nm. Em seguida foi adicionado o indutor de
sintese de proteinas, IPTG (isopropil-B-D-tio-galactosideo - Sigma-Aldrich®), na
concentracédo final de 0,1 mM e a cultura permaneceu sob agitacdo por 4 horas a
30°C.

A visualizacdo das expressdes foram realizadas através de eletroforese em gel
de SDS-PAGE 15% (15x8cm) (VESTERBERG, 1993). Ap0s a expressdo em pequena
escala, foi feita uma expressdao em grande escala, com um inoculo de 20 mL

crescendo em 500 mL de meio nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente.

6.4 Purificacdo das proteinas GP63 recombinantes

As culturas bacterianas foram centrifugadas a ~10000 x g durante 10min e o
sedimento bacteriano foi ressuspendido em 20 mL de tampao de lise e equilibrio
(Fosfato de sodio 100 mM, Tris 10 mM, Uréia 8 M, Imidazol 20 mM — pH 8,0). Em
seguida a lise das bactérias foi feita por ultra-sonicacéo (6 pulsos de 30 segundos com
intervalos de 1 minuto). Para a purificagdo foi utilizada a resina Ni-NTA-Agarose
(Qiagen) através de ligacédo de coordenacéo do cation Ni?*imobilizado das histidinas

presentes na proteina recombinante. O produto sonicado foi incubado com 400 pL da
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resina por 1 hora a 4°C. Apos centrifugacéo a 5000 rpm por 10min o sobrenadante foi
guardado, e foi adicionado 1 mL de tampéao de lise e equilibrio a resina. A solucéao foi
centrifugada a velocidade maxima por 30 segundos. O sobrenadante foi descartado e
o0 ultimo processo foi repetido. Em seguida foi colocado 1 mL do tampao de lavagem
(Fosfato de sédio 100 mM, Tris 10 mM, Uréia 8 M, Imidazol 30 mM — pH 6,0) no tubo
contendo a resina, o tubo foi agitado no vortex e incubado sob agitacdo lenta a 4°C
por 5 min, apos isso a solucao foi centrifugada em velocidade méxima por 30
segundos. O processo de lavagem foi repetido, e em ambas as vezes o sobrenadante
foi guardado a -80°C. Foram adicionados 500 pL do tampao de eluicdo (100 mM
fosfato de s6dio, 10 mM Tris, 8 M de Uréia, 1 M de imidazol — pH 4,5) nas resinas, 0
tubo foi agitado no vértex e incubado sob agitacdo lenta a 4°C por 30 minutos. O
processo de eluigéo foi repetido, e em ambas as vezes o sobrenadante foi guardado
a -80°C.

6.5 Imunizagcéo em coelhos

Antes da imunizacéao, foram coletados aproximadamente 1,5 mL de sangue da
orelha de cada coelho New Zealand, para o controle pré-imune dos experimentos.
Apés a coagulacéo, este sangue foi centrifugado a 5000 rpm por 10 min para obtenc¢éo
do soro que foi armazenado a -80 °C. Todas as imunizac6es foram feitas em duplicata.
O presente estudo possui aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Instituto Aggeu Magalhaes, sob o protocolo n® 93/2015 (ANEXO B).

6.5.1 Imunizacdo com a proteina 10.0540 fusionada a poli-histidina

Apés quantificacdo da proteina presente no produto sonicado por curva de BSA,
cerca de 150 ug de proteinas fusionadas a sequéncia de poli-histidinas foram
submetidas a uma corrida eletroforética em gel SDS-PAGE 10% e ap0s a visualizagéo
com Comassie Blue, o fragmento de interesse foi excisado. Estes fragmentos foram
entdo macerados e foram adicionados 200uL de adjuvante completo de Freund e 300
puL de PBS (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, NazHPO4 10 mM, KH2PO4 1.8 Mm). Esta
mistura foi inoculada por via subcutanea no dorso de coelhos em mdltiplos pontos de

aplicacdo. Nas imunizagOes seguintes, foi utilizado adjuvante incompleto de Freund.
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O processo foi composto de quatro imunizacdes, com intervalo de quinze dias entre

cada uma delas.

6.5.2 Imunizacgéo do peptideo conservado conjugado ao KLH

Peptideos sintéticos foram produzidos pela empresa “GenOne — Solucdes em
Biotecnologia”. O peptideo conservado foi encaminhado a empresa “Célula B —
Servigo de producdo de anticorpos do Centro de Biotecnologia do Estado do Rio
Grande do Sul” para a conjugacdo a molécula KLH. Para cada imunizagcdo foram
utilizados 250 pg de peptideo, 200 puL de adjuvante completo de Freund (para a
primeira imunizacdo) ou adjuvante incompleto de Freund (para as demais
imunizacgdes) e 3500 pL de PBS. Esta mistura foi inoculada por via subcutanea no
dorso de coelhos em mudltiplos pontos de aplicacdo. O processo foi composto de

qguatro imunizacdes, com intervalo de quinze dias entre cada uma delas.

6.6 Obtencao comercial de anticorpos

Trés peptideos (10.0520, 10.0590, 10.1610) foram encaminhados a empresa
“Célula B — Servico de producéo de anticorpos do Centro de Biotecnologia do Estado
do Rio Grande do Sul” para além da conjugacdo a molécula KLH, a producéo de
anticorpos em coelhos. Os soros recebidos e a amostra pré-imune foram aliquotados
e armazenado a -80°C.

6.7 Purificacdo dos anticorpos por imunoadsorc¢éao

Foram utilizadas duas metodologias para a purificacdo dos anticorpos. Uma
utilizando os respectivos peptideos conjugados a molécula BSA e outra utilizando
proteinas recombinantes. Para a purificacdo dos anticorpos policlonais anti-peptideo
conservado, anti-peptideo 10.0590 e 10.1610, cerca de 250 ug dos respectivos
peptideos conjugados ao BSA, foram fracionados em gel SDS-PAGE 20% e
transferidos para membrana de transferéncia de PVDF (Fluoreto de Polivinilideno,
Immobilon-P, Millipore Corporation) e cada membrana, apos transferéncia, corada
com Ponceau S 0,2% (Sigma-Aldrich) em solucédo de acido tricloroacético (1%). As

bandas correspondentes aos peptideos de interesse foram excisadas da membrana,
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cortadas em pequenos pedacos e transferidas para tubos eppendorf. Os fragmentos
de membrana foram lavados trés vezes com 1 mL de PBS, por 10 minutos cada, e
bloqueados com solucéo de leite 5% em PBS-Tween 20 durante 30 minutos a 4°C. A
solucéo blogueadora foi removida e a membrana lavada rapidamente uma vez com
PBS. Foi entao adicionados 750 pL do soro obtido da imunizagéo e 500 uL de PBS e
os fragmentos de membrana permaneceram incubando por 24 horas, sob agitacao
constante, a 4°C. Ao término da incubacgdo, os fragmentos de membrana foram entéo
lavados trés vezes com 1 mL de PBS-Tween 20 por 10 minutos cada e os anticorpos
adsorvidos as membranas foram eluidos com 200 uL de solugédo de glicina acida
(glicina-HCI 0,1 M, pH 2,5) por agitacdo vigorosa durante cinco minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, a solu¢cdo de glicina com os anticorpos eluidos foi
recuperada para um novo tubo eppendorf e o pH da solucdo equilibrado pela adicéo
de 20 uL de Tris-HCI (1M, pH 8,0). Os anticorpos purificados foram estocados a -80°C.
Ja para a purificacdo do anticorpo policlonal anti-peptideo 10.0520 obtido a partir dos
soros obtidos por imunizagdo em coelhos, cerca de 100 pg de proteina recombinante
purificada 10.0520 fusionada a GST, foram fracionadas em gel SDS-PAGE 20% e
transferidas para membrana de transferéncia de PVDF (Fluoreto de Polivinilideno,
Immobilon-P, Millipore Corporation) e a membrana, apos transferéncia, corada com
Ponceau S 0,2% (Sigma-Aldrich) em solucéo de acido tricloroacético (1%). As bandas
correspondentes as proteinas de interesse foram excisadas da membrana, cortadas
em pequenos pedacos e transferidas para tubos eppendorf. A partir dessa etapa, a
purificacdo seguiu com 0s mesmos passos ja citados anteriormente para o outro

anticorpo.

6.8 Cultivo celular de formas promastigotas e curvas de crescimento

A manutencéo das formas promastigotas de Leishmania braziliensis foi feita em
meio Schneider pH 7,2 suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB). Foram
realizados inoculos de 106 células em meio Schneider pH 7,2 e o crescimento celular
foi acompanhado diariamente até a fase de morte celular, todos os dias eram retiradas

aliguotas para obtencao de extratos celulares para os ensaios de WB.
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6.9 Obtencao de extrato celular

Os extratos totais do parasita, utilizados para os ensaios de Western blot, foram
obtidos a partir de culturas quantificadas, em fase exponencial de crescimento (107),
das quais as células foram coletadas por centrifugacdo (1000 x g /5 minutos / 4 °C) e
o sedimento foi lavado com PBS (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM,
KH2PO4 1.8 mM) e em seguida ressuspendido em 100uL de tampao de proteina
SDS-desnaturante (Laemmli 2X).

6.10 Ensaios de Western blot

Para os ensaios de Western blot, extratos protéicos de E. coli provenientes da
inducdo das proteinas recombinates de GP63 e extratos celulares de L. braziliensis
foram fracionados em gel SDS PAGE 15% e transferidos para membranas de PVDF
(Fluoreto de Polivinilideno, Immobilon-P, Millipore Corporation) em sistema de
transferéncia semi-seco.

Na primeira etapa do Western blot, as membranas foram bloqueadas em solugdo
de leite 5% em TBS/Tween (20mM Tris, 500mM NaCl, Tween 20 1% pH 7,5) por 1
hora. Posteriormente foram incubadas over-night com os soros contra as diferentes
proteinas em estudo, e com os anticorpos purificados a diluicbes variadas. As
membranas, apos a incubacdo, foram lavadas, por 10 minutos, trés vezes com
TBS/Tween 20 1%. Em seguida, uma nova incubagdo de 1 hora foi realizada com o
segundo anticorpo (anti-lgG de coelho, Jackson Immunoresearch Laboratories),
marcado com peroxidase, numa diluicdo de 1:10.000. Decorrido esse tempo, as
membranas foram novamente lavadas trés vezes com TBS/Tween 20 1% por 10
minutos. Apos as lavagens, as membranas foram banhadas em luminol 1,2 nM
(Sigma-Aldrich), iodofenol 0,4 mM (Sigma-Aldrich) e perdxido de hidrogénio 0,03%
(Vetec) por 2 minutos para realizacao da reacdo de quimioluminescéncia. Em seguida,
foram expostas a um filme de quimioluminescéncia durante 5 minutos. O filme foi
revelado com solucédo Dektol (Kodak) por 3 minutos e fixado em solugcéo de acido

acético por 1 minuto.
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6.11 Extracao de RNA total para analise de RNASeq

O RNA de parasitas na fase Logaritmica e Estacionéria foi extraido utilizando
o RNeasy Mini Kit (Qiagen) de acordo com as instru¢des do fabricante e as amostras
resultantes foram armazenadas a -80 °C. O processo foi executado em triplicata para

todas as amostras.

6.12 Avaliacéo quantitativa do RNA e preparacao da biblioteca de cDNA

Para avaliagcdo quantitativa do RNA extraido foi realizada a quantificagdo de
todas as amostras em aparelho fluorimetro Qubit® 2.0 (Thermo Fisher) com o reagente
RNA HS Assay Kit (Thermo Fisher) e foram utilizadas para biblioteca de DNA
complementar (cDNA) as amostras que tinham um total de mais de 100 ng de RNA.
A biblioteca de cDNA foi obtida através do TruSeq Stranded mRNA Library Prep Kit
(ilumina Inc.) utilizando rigorosamente as instrucées do fabricante. Resumidamente
esse processo consiste na purificacdo do mRNA através cauda poliA, utilizando-se
beads magnéticas ligadas a oligos poli-T, seguida da fragmentacdo dos mMRNAs
purificados. Posteriormente foi feita a sintese do cDNA utilizando hexametros
randémicos e a enzima Superscript Il (Invitrogen). O material gerado a partir dessa
reacao foi purificado utilizando-se esferas magnéticas AMpure XP beads (Beckman
Coulter). Por fim para obtencado da biblioteca foram entédo ligados os adaptadores em
ambas extremidades do cDNA e executada uma PCR para um enriguecimento
seletivo dos fragmentos obtidos. O sequenciamento das amostras foi realizado com o
cartucho MiSeq® Reagent Kit v3 (ilumina Inc.) de 150 ciclos em aparelho MiSeq

(ilumina Inc.).

6.13 Checagem da qualidade das sequéncias obtidas na analise de RNASeq

As leituras obtidas tiveram sua qualidade checada pela ferramenta FastQC
versao 0.11.5 (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc), esse
programa oferece um conjunto de analises para cada biblioteca onde avalia sua
qualidade, sendo capaz de identificar problemas na etapa de construcdo ou

sequenciamento, trazendo diagnostico sobre a qualidade das bases, quantidade de
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bases nédo identificadas, comprimento médio das sequéncias, identificacdo de

sequéncias duplicadas ou superexpressas, além de outros parametros.

6.14 Trimagem e mapeamento das leituras obtidas na anélise de RNASeq

Apés a verificagdo da qualidade das leituras, foi realizada a trimagem para
remoc¢do das sequencias de adaptadores também eliminacdo das sequencias ruins
identificadas. Para isso foi utilizado o programa Trimmomatic versdo 0.36
(http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic) onde foram retiradas as bases de
baixa qualidade (Phred < 20) e com tamanho menor que 40 pb.

Para o mapeamento das sequéncias foi utilizado o programa Bowtie 2 versao
1.2.1 (LANGMEAD; SALZBERG, 2012), utilizando como referéncia o genoma
disponivel na plataforma  TriTrypDB  Leishmania braziliensis M2904
(MHOM/BR/75M2904) e também utilizando sequéncias de PCR obtidas por estudos
anteriores do grupo. Para essa etapa foram utilizados os parametros padrdes do
software. Por fim a contagem das leituras mapeadas foram obtidas utilizando o pacote
HTSeq Python versao 0.6.1p2 (http:/ivww-
huber.embl.de/users/anders/HT Seqg/doc/index.html) utilizando a opgéo stranded = yes
(indicando que as leituras foram consideradas dependentes do fato de serem
mapeadas pela fita oposta) os outros parametros utilizados seguiram o padrao
estabelecido pelo software. Os dados foram analisados na plataforma RStudio, onde
foram construidos heatmaps com dados normalizados. O mapeamento foi visualizado

utilizando o programa IGV versao 2.4
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7 RESULTADOS

7.1 Avaliagdo da diversidade das sequéncias dos genes de GP63 no

cromossomo 10 de Leishmania sp.

Este trabalho teve como foco principal o estudo de paralogos de GP63 do
cromossomo 10 de Leishmania braziliensis, buscando entender o por que do nimero
elevado de paralogos dessa proteina apenas neste cromossomo, contribuindo para o
conhecimento sobre a patogenicidade do parasita. Como etapa preliminar, foi
inicialmente considerada a expansao desses genes em linhagens de Leishmania sp,
com énfase em L. braziliensis e outras espécies de Viannia. Analises filogenéticas
prévias puderam separar os genes de GP63 mapeados no cromossomo 10, dos genes
mapeados no cromossomo 28 e 31, indicando que esses Ultimos genes estejam
relacionados ao estdgio do inseto no ciclo de vida do parasita, enquanto os do
cromossomo 10 estariam mais relacionados a infeccdo no hospedeiro vertebrado
(CASTRO NETO et al., 2019) (ANEXO C). A patrtir disso foi feita uma analise com
sequéncias do cromossomo 10 de espécies relevantes de Leishmania usando como
grupos externos os genes selecionados dos cromossomos 28 e 31. Para esta analise,
também incluimos sequéncias de L. tarentolae, onde ocorre uma expansao
semelhante no cromossomo 10. A relevancia em incluir as sequéncias de L. tarentolae
deve-se ao fato de que essa espécie ndo parasita mamiferos, apenas lagartos, o que
significa que qualquer papel potencial na patogénese associada aos genes GP63 do
cromossomo 10 ndo é especifica para seus hospedeiros mamiferos. Nesta analise
também foi incluida novas sequéncias de GP63 de L. braziliensis geradas
previamente pela autora desta dissertacdo através da técnica de PCR. A arvore
filogenética mostrada na Figura 10 resume os resultados destas analises com base
em alinhamentos usando as sequéncias de comprimento total para todas as proteinas
(ou os fragmentos de PCR de comprimento total). Para maior clareza, apenas as
sequéncias representativas mais divergentes foram usadas para construir essa

arvore.
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Figura 10 - Filogenia dos genes de GP63
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Fonte: Castro Neto et al. (2019).

Nota: Arvore filogenética comparando mdltiplos genes GP63 do cromossomo 10 de espécies
selecionadas de Leishmania. A arvore destaca a separagdo dos genes GP63 de acordo com os trés
principais subgéneros de Leishmania (Sauroleishmania, Leishmania e Viannia). Os valores para nés
altamente suportados foram substituidos por quadrados pretos e brancos, o que representa as
probabilidades Bayesianas e o suporte de bootstrap para PhyML, respectivamente.

Legenda: As setas em vermelho indicam os genes que foram utilizados para a producéo de soros. Lb:
Leishmania braziliensis M2904, Lmj: Leishmania major, Lmx: Leishmania mexicana, Li: Leishmania
infantum, Lt: Leishmania tarentolae, Lg: Leishmania guyanensis.

Dentro de cada um dos trés subgéneros de Leishmania analisados, todas as
sequéncias de GP63 do cromossomo 10 estdo mais intimamente relacionadas com
sequéncias da mesma espécie ou espécies relacionadas em relacdo as sequéncias

encontradas em espécies pertencentes aos outros subgéneros. Mesmo dentro dos
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clados do subgénero Leishmania, os genes de L. infantum (em vermelho) pareciam
estar mais intimamente relacionados entre si, em relacdo aos seus homologos em L.
major. Para as duas espécies de Viannia analisadas (L. braziliensis e L. guyanensis)
foi visto que os genes estéo relacionados entre si. Estes resultados estéo de acordo
com expansodes independentes no niumero de sequéncias de GP63 do cromossomo
10 em cada clado, com grandes expansdes ocorrendo para 0s subgénereros
Sauroleishmania (em azul) e Viannia. Para as espécies do subgénero Viannia, o inicio
dessa expanséo pode ter precedido a divisao entre L. braziliensis e L. guyanensis,
mas posteriormente continuou e pode ser um processo continuo.

Em sequéncia, a avaliacdo de diferencas funcionais associadas aos multiplos
paralogos de GP63 identificados no cromossomo 10 de L. braziliensis depende da
capacidade de se detectar a expressao de genes individuais ao nivel das respectivas
proteinas. Para isso se é necessario a disponibilidade de soros/anticorpos especificos
para paralogos selecionados. Este trabalho teve entdo como foco importante a
producdo destes soros/anticorpos e sua andlise quanto a capacidade de reconhecer
paralogos especificos recombinantes expressos em Escherichia coli ou nativos em

extratos totais de L. braziliensis.

7.2 Expresséao de proteinas recombinantes para a producao de anticorpos

Apos a analise filogenética, utilizamos genes de clados independentes para guiar
a escolha de proteinas para a producdo de soros anti-GP63 especificos para
diferentes paralogos de GP63, entre aqueles que sofreram expansédo no Ccromossomo
10. Inicialmente optou-se pela utilizacdo de proteinas recombinantes para a producao
destes soros. Para isso, partiu-se para a expressdo de proteinas recombinantes
correspondentes a dois genes de GP63, LbrM.10.0520 e LbrM.10.0540. Os
respectivos fragmentos génicos, previamente clonados, foram subclonados no vetor
de expressao pET21a(+) (Novagen). Na Figura 11 podemos observar a verificagdo da
subclonagem no vetor pET2la(+) (Novagen), dos genes LbrM.10.0520 e
LbrM.10.0540, apds a digestdo com as enzimas de restricdo BamHI e Xhol. Apenas
as amostras que liberaram plasmideos e insertos no tamanho predito (5441 pb e 1650
pb, respectivamente) foram utilizadas para a produgédo de proteinas recombinantes

fusionadas a histidina por expresséao heteréloga em E. coli.
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Figura 11 - Verificacdo de subclonagens dos genes de GP63
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Fonte: A autora

Legenda: Figura de verificacdo de subclonagem apds digestdo da construcdo 10.0520-pET21a(+) e
10.0540-pET21a(+). As setas em vermelho indicam as digestes que liberaram um inserto no tamanho
predito (aproximadamente 1650 pb para o inserto e aproximadamente 5000 pb para o plasmideo).
Marcador (M): 1 Kb plus (Invitrogen).

A expressdo das proteinas recombinantes correspondentes aos genes
selecionados pode ser observada através da Figura 12, demostrando bandas nos
tamanhos preditos de 60.41 kDa, para LbrM.10.0520, e 61.59 kDA para LbrM.10.0540.
Foi feita a tentativa de expressédo em grande escala dessas proteinas, porém somente
a LbrM.10.0540, foi expressa (Figura 13 (A)). A confirmacao da expresséo da 10.0540
foi detectada através de Western blot frente a anticorpos especificos anti-histidina
(Figura 13 (B)). No ensaio, foi observada uma banda no tamanho correspondente a
proteina de interesse (61.59 kDA para a LbrM.10.0540).
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Figura 12 - Expressao em Escherichia coli das proteinas GP63 recombinantes fusionadas a sequéncia

de poli-histidinas.
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Legenda: Gel de SDS-PAGE 15% corado com Comassie Blue. Os tamanhos dos marcadores de peso
molecular estéo expressos em kilodaltons (kDA) a esquerda. (-) = pré-IPTG; (+) = p6s IPTG.

Figura 13 - Andlise da expressao da proteina GP63 recombinante LbrM.10.0540 fusionada a uma

sequéncia de poli-histidinas
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Fonte: A autora.
Legenda: (A) Gel de SDS-PAGE 20% corado com Comassie Blue. A proteina recombinante 10.0540

obtida pode ser observada na seta. (-) = pré-IPTG; (+) = pos IPTG. (B) Analise por WB com o anticorpo
monoclonal Anti-His (diluicdo 1:10000). Como controle positivo foi utilizada a proteina recombinante

Lcil3, também fusionada a sequéncia de poli-histidinas.
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Para a producdo de anticorpos anti-LbrM.10.0540, foi feita a tentativa de
purificacdo da respectiva proteina, porém, visto que proteinas transmembrana sdo de
dificil purificacdo, apenas aproximadamente 0,12 ug de proteina recombinante foi
obtido no ensaio. Essa quantidade néo é o suficiente para a imunizacdo em coelhos
(150 pg por pulso). Mesmo assim, seguimos com a tentativa de produzir soros
utilizando a banda de GP63 do extrato de E. coli sonicado. Os soros produzidos nao

reconheceram nenhuma proteina recombinante (resultados ndo mostrados).

7.3 Estrutura das proteinas GP63 e escolha de peptideos sintéticos para a

producao de anticorpos

Visto que a tentativa da produgcédo de anticorpos utilizando a metodologia de
proteinas recombinantes ndo foi bem-sucedida, partimos entdo para avaliar a
producdo de soros policlonais utilizando peptideos sintéticos. Inicialmente
investigamos a estrutura das proteinas GP63, para, com isto, escolher regifes
vantajosas para o0 desenho destes peptideos e especificas para paralogos
selecionados. Em alinhamento das sequéncias proteicas utilizadas nesse estudo
(ANEXO A), e com base em dados descritos na literatura, foi possivel observar os trés
dominios descritos das proteinas GP63 (N-terminal, central e C-terminal), sitios de
remocdo do peptideo sinal e pré-peptideo, regides de ligacdo a ancora GPI, regido
ligante de zinco com o motivo de sequéncia HEXXHXXGXXH e os residuos
conservados de cisteina. No alinhamento também foi observado que as sequéncias
10.0610, 10.0520, 10.1630, 10.1610 de L. braziliensis, 10.0470 de L. major e 10.0510
de L. infantum nao possuem o peptideo sinal para adi¢cdo da ancora GPI (presente na
posicao 577 em L. major e 563 em L. braziliensis). Ainda no alinhamento, foi visto que
a sequéncia proteica 10.0540 perde uma parte do peptideo sinal, presente na regiao
N-terminal da proteina.

No esquema da Figura 14 estdo representadas, de maneira ilustrativa, as
diferentes regides comuns as proteinas GP63, bem como a posicdo de peptideos
selecionados especificos dos paralogos LbrM.10.0520, LbrM.10.0590 e
LbrM.10.1610. Estes peptideos foram selecionados por apresentarem pouca
similaridade entre si (genes apontados na avore filogenética da Figura 10). Também

foi identificado um peptideo correspondente a uma sequéncia conservada na maioria
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dos genes de GP63, que foi utilizada buscando-se um reconhecimento geral dessas

proteinas (Quadro 2 e Figura 15).

Figura 14 - Caracteristicas proteicas da proteina GP63
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Fonte: A autora

Legenda: O quadrado em amarelo na sequéncia indica o sitio de remocdo do peptideo sinal; O
quadrado preto na sequéncia indica o sitio de remocdo do pro-peptideo. Estdo delimitados os trés
dominios da proteina (N-terminal, central, C-terminal). O quadrado em cinza claro na sequéncia indica
0 motivo de sequéncia motivo de sequéncia HEXXH. O quadrado em cinza escuro indica a sequéncia
conservada KDELMAP. O quadrado em azul-escuro indica o sitio de ligacdo a ancora GPIl. Os
retdngulos coloridos abaixo da sequéncia demonstram a regido em que os peptideos sintéticos estdo
na sequéncia.

Quadro 2 - Sequéncias de aminoacidos escolhidas para obtencdo de peptideos sintéticos

Genes codificantes Regido no Sequéncia de aminoé&cidos

alinhamento

10.0590 ~413 IVLTHTSVPQYFQYFTDPT
10.1610 ~430 KFTQRKRPLPTYFQYFTDSFI
10.0520 ~415 IIVTHDDPLPTYFQYFTEPS
Regido no Sequéncia de aminoé&cidos
alinhamento
Sequéncia de ~180 VRQVQGSWKVTGMTG

aminoéacidos

conservada

Fonte: A autora
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Figura 15 - Localizacéo dos peptideos no alinhamento de sequéncias
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Fonte: A autora.

Legenda: No quadro vermelho podemos observar as sequéncias conservadas entre as proteinas de
L. braziliensis. No quadro verde temos a sequéncia peptidica 10.0590, no quadro azul sequéncia
peptidica 10.0520 e no quadro roxo a sequéncia peptidica 10.1610.

7.4 Reconhecimento dos anticorpos obtidos a partir dos peptideos sintéticos

Quatro soros foram gerados, um para cada peptideo, a partir de sua imunizacao
conjugado a proteina carreadora em coelhos. Como primeira etapa para se avaliar a
eficiéncia do procedimento, soros selecionados foram previamente testados frente ao
préprio peptideo conjugado ao BSA nas concentracdes de 200 pg/uL; 100 pg/uL; 50
pg/uL; 25 pg/ul e 12,5 pg/ul (Figura 16A). Os soros foram entdo testados frente a
proteinas GP63 recombinantes conforme aqui demonstrado para o soro anti-peptideo
conservado (Figura 16B), confirmando entdo sua capacidade de reconhecer esta
proteina. Entretanto pode-se notar um alto reconhecimento inespecifico de proteinas
de Escherichia coli o que levou a necessidade de se purificar, a partir dos soros

policlonais, anticorpos especificos anti-GP63.
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Figura 16 - Soro anti-peptideo conservado frente ao peptideo conjugado ao BSA e frente a proteinas
recombinantes.
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Legenda: (A) Os peptideos conjugados ao BSA nas concentra¢des de 200 pg/pL; 100 pg/uL; 50 pg/uL;
25 pg/pL e 12,5 pg/uL; foram fracionados em gel SDS-PAGE 20% e analisados por Western blot com
0s anticorpos anti-peptideo sintético 10.0520 (diluicdo 1:1000). (B) Extratos celulares de E. coli
contendo as proteinas recombinantes (10.0520-GST; 10.0540 — H; 10.0590 — GST,; e 10.1630- GST)
foram fracionados em gel SDS-PAGE 15% e analisadas por Western blot contra o soro pos-imune anti-

peptideo conservado (1:1000). As setas indicam as bandas correspondentes as proteinas GP63.

Apbs os ensaios de imunoadsor¢ao para cada anticorpo, 0s quatro conjuntos
de anticorpos obtidos foram testados contra extratos de E. coli expressando proteinas
recombinantes previamente produzidas correspondentes a diferentes paralogos de
GP63 de L. braziliensis. De acordo com a disponibilidade limitada de proteinas
disponiveis, optou-se por um painel mais diverso possivel e incluindo proteinas
contendo os diferentes peptideos utilizados na producéo de soro, visando confirmar a
especificidade dos anticorpos contra paralogos especificos de GP63. Quatro proteinas
recombinantes, fusionadas a Glutationa-S transferase (GST) ou a poli-histidinas,
foram derivadas de fragmentos correspondentes a maior parte da regido codificante
dos respectivos genes, terminando na ancora GPI (10.0510-His, 10.0520-GST;
10.0540-GST; 10.0560-His; 10.0590-GST). Outras duas proteinas, fusionadas a GST
(10.1610-GST e 10.1630-GST), séo derivadas de fragmentos génicos que terminam



60

no peptideo KDELMAP, conservado em todas as sequéncias de GP63 (ver Figura 13).
Para um melhor entendimento das figuras de Western blot, observamos na Figura 17
um gel de SDS-PAGE 20% corado com Comassie Blue, que obtém as mesmas
proteinas utilizadas nos ensaios, além de um controle negativo que consiste em um

extrato celular bacteriano.

Figura 17 - Extratos de E. coli contendo as proteinas recombinantes GP63
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Fonte: A autora.
Legenda: Gel de SDS-PAGE 15% corado com Comassie Blue. As setas indicam as proteinas
expressas. Os tamanhos dos marcadores de peso molecular estdo expressos em kilodaltons (kDA) a

esquerda.
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A Figura 18 resume os resultados alcancados testando os quatros lotes de
anticorpos obtidos contra o painel de diferentes proteinas recombinantes. Inicialmente
observamos o reconhecimento dos anticorpos anti-peptideo conservado (Figura 18A).
Conforme o esperado esses anticorpos reconheceram todas as proteinas
recombinantes, visto que este peptideo esta presente em todas as GP63 na regido N-
terminal (anterior a regido KDELMAP). Entretanto, este anticorpo reconhece
fracamente a proteina 10.0540-GST, talvez devido a diferengcas conformacionais,
onde uma regido pode estar mais exposta em uma proteina em rela¢éo as outras.

Em seguida foi avaliado o reconhecimento das proteinas recombinantes pelos
anticorpos anti-peptideo 10.0520 (Figura 18B). Esse anticorpo reconheceu as
proteinas 10.0520-GST e 10.0540-GST; que séo duas proteinas que agrupam bem
proximas na arvore filogenética devido a sua similaridade (Figura 10) e também a
proteina 10.0560-His. O anticorpo nao ficou totalmente especifico, reconhecendo
algumas bandas do extrato bacteriano, porém em relagcdo ao soro pos-imune,
obtivemos um reconhecimento mais limpo (resultados ndo mostrados). Ja na Figura
18C, temos o reconhecimento dos anticorpos anti-peptideo 10.0590, que reconhece
a proteina 10.0520-GST e 10.0590-GST. E possivel que os anticorpos anti-peptideo
10.0590 (sequencia: IVLTHTSVPQYFQYFTDPT) também possam reconhecer a
proteina recombinante 10.0520-GST por partilhar alguns aminoacidos nessa
sequéncia especifica “lIVTH” e “YFQYFT”. No ensaio de Western blot para os
anticorpos anti-peptideo 10.1610, nao foi possivel observar o reconhecimento desses
anticorpos, visto que, ndo temos a proteina LbrM.10.1610 recombinante no ensaio,
observando que esses anticorpos nao possuem reacao cruzada com outras proteinas
GP63 (Figura 18D).
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Legenda: Extratos celulares de E. coli expressando diferente proteinas recombinantes fracionadas em
gel SDS-PAGE 20% e analisadas por WB contra os anticorpos anti-peptideo conservado (A), anti-
peptideo 10.0520 (B), anti-peptideo 10.0590 (C) e anti-peptideo 10.1610 (D). Todos os anticorpos estao
na concentragéo de 1:1000.
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7.5 Reconhecimento dos anticorpos anti-peptideos frente a curvas de L.

braziliensis

Para avaliar o reconhecimento em extratos de L. braziliensis dos quatro lotes de
anticorpos obtidos neste estudo, foram feitos ensaios de Western blot com cada lote
de anticorpos frente a curvas de crescimento de L. braziliensis contendo células em
fase Logaritmica (24h a 48h) e células em fase Estacionaria (72h a 96h). Com os
anticorpos anti-peptideo conservado foi observado o reconhecimento de duas bandas,
uma de aproximadamente 55 kDA e outra de 96 kDA, havendo uma diminuicdo da
expressdo das duas bandas na fase estacionaria (Figura 19A). Os anticorpos anti-
peptideo 10.0520 reconheceram apenas uma banda especifica, ou duas de tamanhos
bem proximos, de aproximadamente 50 kDa (Figura 19B). Nesse caso nao foi possivel
observar alteracdes significativas no padrdo de expressao dessas proteinas ao longo
da curva de crescimento. Com os anticorpos anti-peptideo 10.0590 pode-se observar
uma banda de aproximadamente 30 kDa, o que pode ser um reconhecimento
inespecifico uma vez que este tamanho seria incompativel com a GP63 (Figura 19C).
Ja os anticorpos anti-peptideo 10.1610 ndo reconheceram nenhuma banda no extrato

de L. braziliensis (Figura 19D).
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Figura 19 - Anticorpos anti-peptideos frente a curvas de L. braziliensis
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Legenda: Extratos celulares de curvas de crescimento de L. braziliensis (Oh, 24h, 48h, 72h e 96h)
fracionados em gel SDS-PAGE 20% e analisados por Western blot contra os anticorpos purificados
anti-peptideo conservado (A), anti-peptideo 10.0520 (B), anti-peptideo 10.0590 (C) e anti-peptideo
10.1610 (D). Todos os anticorpos estdo na concentragdo de 1:500. Abaixo de cada figura podemos

observar a expressao constitutiva da proteina EIF4AL.
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7.6 Quantidade de mRNA de diferentes genes de GP63 em diferentes fases de

crescimento de L. braziliensis

Buscando uma analise independente da quantidade de mRNA de cada GP63,
foram feitas andlises de RNASeq de L. braziliensis realizado em trabalho anterior,
focando em uma maior avaliacdo da presenca dos mMRNAs de GP63. Antes de realiza-
las, contudo, foi avaliada a qualidade das reads obtidas. O FastQC fornece um
conjunto modular de andlises para termos uma noc¢do sobre a qualidade e sobre
possiveis problemas que possam estar ocorrendo com dados brutos de
sequenciamento. Analisar os dados no FastQC € uma etapa fundamental para evitar
possiveis problemas nas andlises futuras. A avaliagdo da qualidade do
sequenciamento € baseada em scores. Valores de qualidade 30 para uma base
significam, por exemplo, que a chance dessa base estar incorreta é de 1 em 1000,
possuindo acuracia igual a 99,9%. Na andlise de RNASeq, sO foram utilizadas as
bibliotecas com sequéncias que continham um score acima de 30. As amostras (linhas
em vermelho) com um valor abaixo de 30 ndo foram utilizadas nas andlises (Figura
20).

Figura 20 - Andlise das bibliotecas de cDNA sequenciadas.
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Fonte: A autora

Legenda: Phred Socore: indica a probabilidade de uma base nucleotidica indicada pelo sequenciador
estar errada. Position (bp): Posicado de cada nucleotideo nas sequéncias das bibliotecas avaliadas.
Cada linha verde representa uma amostra analisada. As cores verde, bege e vermelho no grafico,
representam scores de amostras de alta, média e baixa qualidade.
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A partir dos dados resultantes, foram entéo feitos graficos utilizando a média
dos valores de TPM (Transcripts Per Kilobase Million), onde normalizamos as leituras
por comprimento do gene e por profundidade de sequenciamento, entre as triplicadas
para cada situacdo: fase estacionédria; fase logaritmica de uma célula recém
descongelada; fase logaritmica de uma célula apos repiques sucessivos (Figura 21).
Foi possivel observar que o mRNA de 10.0590 € o mais abundante, nas duas fases
de crescimento, seguido dos genes 10.0530, 10.1610 (porém em menor quantidade).
Desses trés genes, foi observado uma maior quantidade de transcritos na fase
estacionaria do parasita. Nota-se a reduzida ou quase nula expresséo dos genes de
GP63 codificados no cromossomo 31. Nas analises foi adicionado como controle o
gene LbrM 30.2950, que codifica a enzima glicerol 3-fosfato, muito expressa na fase
promastigota dos parasitas. Chama a atencdo a reducdo brusca nos niveis desse
transcrito controle na fase estacionaria do parasita, ao contrario do que se observa
nos transcritos mencionados de GP63 do cromossomo 10, onde na verdade os

maiores niveis sao observados justamente na fase estacionaria de crescimento.



Figura 21 - TPM — Fases Estacionaria e Logaritmicas de L. braziliensis
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Legenda: No eixo vertical podemos observar o numero de Transcripts Per Kilobase Million — leituras
normalizadas por por comprimento do gene e por profundidade de sequenciamento de cada gene de
GP63 analisado (eixo horizontal). As barras em verde representam os genes na fase Estacionaria; As
barras em azul representam os genes na Fase Logaritmica de uma célula recém descongelada (Fase
Log 1); As barras em amarelo representam os genes na Fase Logaritmica de uma célula apés repiques

sucessivos (Fase Log 2).

Para avaliar graficamente a expressao de transcritos por outra forma, foram

construidos graficos heatmaps. Conforme observado no grafico de barras, apos a

normalizacdo dos dados, foi observado que o gene 10.0590 é mais expresso em

relacdo aos outros genes de GP63, seguido dos genes 10.1610, 10.0530 (observados

em tons de vermelho) (Figura 22).
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Figura 22 - Heatmap da expresséo dos genes de GP63
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Legenda: O heatmap representa os valores normalizados dos transcritos dos genes de GP63. Eixo
vertical: Log 11, Log 12, Log 13: Replicatas das analises com as células da Fase Logaritimica (cellla
recém descongelada). Log 21, Log 22, Log 23: Replicatas das andlises com as células da Fase
Logaritimica (célula apés repiques sucessivos). Estl, Est2, Est3: Replicatas das analises com as
células da Fase Estacionaria. No quadro acima da imagem, observamos os valores dos padrbes de
cores observados na analise.

Para observar a localizacdo das reads no cromossomo 10 de L. braziliensis, foi
feito o mapeamento das reads obtidas na anélise de RNASeq, no genoma de L.
braziliensis. Foi observado existe uma grande quantidade de reads alinhadas na
regido C-terminal do gene LbrM.10.0590 (LbrM.10:220,702-222,871), conforme pode
ser observado na Figura 23. A regido C-terminal € muito variavel e especifica em
relacdo a grupos de genes de GP63. O gene 10.0590 € o representante do grupo 3
de L. braziliensis, contendo apenas 2 paralogos aos quais sugere-se serem genes
expressos na fase promastigota do parasita, ndo tendo relagéo ou funcdes relevantes

no hospedeiro mamifero.
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Figura 23 - Reads localizadas na C-terminal do gene 10.0590
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Legenda: Os nimeros acima representam em pares de base, a localizacdo cromossdmica das reads
em todo o genoma de L. braziliensis. Podemos observar uma maior cobertura de reads (circulo em
vermelho) na parte C-terminal do gene 10.0590 (LbrM.10:220,702-222,871).
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8 DISCUSSAO

Estudos de caracterizagdo demonstraram sitios e motivos de sequéncias
caracteristicos de GP63 de Leishmania sp., como o sitio de remoc¢éao do pro-peptideo,
residuos conservados de arginina e histidina, sitio de ligacdo a ancora GPI, o dominio
HEXXHXXGXXH, e sequéncias variaveis nas regides C-terminal e N-terminal (YAO;
DONELSON; WILSON, 2003). Essas caracteristicas se mostraram conservadas e
também foram identificadas nas sequéncias de GP63 de L. braziliensis presentes
neste estudo. Além disso, essas sequéncias apresentaram variacoes significativas em
suas regides C-terminais, com algumas delas contendo o sitio de ligacdo a ancora
GPI e outras podendo apresentar um dominio transmembrana, j& identificado em
outras espécies de Leishmania (RAMAMOORTHY et al., 1992; VOTH et al., 1998).

A variabilidade génica existente entre os genes de GP63 foi associada a eventos
de mosaicismo (MAURICIO et al., 2006) e recombinacao intragénica (VICTOIR,;
DUJARDIN, 2002) que resultou na grande diversidade de genes de GP63. Expansdes
génicas no cromossomo onde as sequéncias codificantes dessas proteinas estéao
localizadas foram relatadas no nosso estudo e podem estar relacionadas a pressao
seletiva causada pela resposta imune dos seus hospedeiros durante a infecgéo por
Leishmania sp (MEDINA et al., 2016). Além disso, a presenca desses arranjos de
multiplas cépias pode levar a especiacdo (LYNCH; CONERY, 2003) ou indicar a
possivel necessidade de genes especificos de cada estagio do ciclo de vida do
parasita (ROGERS et al., 2011). Até agora, é provavel que essa expansao possa estar
relacionada a novos aspectos da patogénese da Leishmania aos hospedeiros
vertebrados, mas isso ainda precisa ser melhor definido.

Neste estudo, os resultados varidveis (reconhecimentos especificos e
inespecificos) das proteinas do cromossomo 10 de L. braziliensis frente a anticorpos
especificos podem estar relacionados a variabilidade génica jA mencionada. Isto
também pode estar relacionado a presenca dessa variacdo de sequéncia localizada
principalmente na parte externa da proteina, que interage com o0 sistema imune
hospedeiro (CASTRO NETO et al., 2019).

Em estudo realizado com as principais proteinas de viruléncia de T. brucei, as
VSG'’s, foi observado que a antigenicidade das mesmas esta associada com a regiao
C-terminal, principalmente com o dominio de ligagdo da ancora GPIl. Quando retirado

este dominio, véarias alteracdes conformacionais na proteina foram observadas
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(BUTIKOFER et al., 2001). As proteinas recombinantes utilizadas neste ensaio de
reconhecimento pelos anticorpos ndo possuem a regido de ligacdo a ancora GPI. Isso
poderia ter gerado alguma conformacéo diferencial que afetaria o reconhecimento das
mesmas, mas, apesar disso, 0s anticorpos anti-peptideos deste estudo foram capazes
de reconhecer as proteinas recombinantes de interesse. O fato do anti-10.0540, feito
com a proteina recombinante ndo ter demonstrado eficiéncia no reconhecimento das
GP63 pode estar associado a uma baixa antigenicidade desta proteina e
consequentemente a auséncia de uma reacdo imunologica satisfatoria durante a
producao do anticorpo.

Apesar do esperado reconhecimento gene-especifico pelos anticorpos anti-
peptideo, alguns apresentaram reagdo com outras proteinas. Esse reconhecimento
pode estar associado a similaridade de sequéncia e relagdo evolutiva entre essas
proteinas. O anticorpo anti-peptideo 10.0520, reconheceu as proteinas (10.0520,
10.0540 e 10.0560) que estavam localizadas em clados proximos, visualizadas na
arvore filogenética demonstrada neste estudo, que € corroborada por arvores de
outros estudos filogenéticos da expanséo dos genes de GP63 no cromossomo 10 das
espécies do subgénero Viannia (CASTRO NETO et al., 2019; VALDIVIA et al., 2015).
O mesmo ndo pode ser aplicado para a reacdo cruzada do anticorpo anti-peptideo
10.0590 e a proteina 10.0520, que sao divergentes em estudos filogenéticos
(CASTRO NETO et al.,, 2019; VALDIVIA et al., 2015). Contudo essas proteinas
compartilham 11 aminoacidos na regido do peptideo, que podem estar envolvidos na
reacao cruzada dos anticorpos.

Esses diferentes anticorpos também foram utilizados em ensaios de WB com
extrato de L. braziliensis e demonstraram diferentes padrdes de bandas entre si. Isso
indica a variabilidade de isoformas dessas proteinas, que € corroborado por um
estudo realizados em Trypanosoma cruzi. No referido trabalho, foram utilizados soros
pés-imunes para estudar a expressao e localizacdo dessas proteinas em diferentes
fases do parasita (epimastigota, amastigota e tripomastigotas), que também
apresentaram um padréo de reconhecimento diferenciado (KULKARNI et al., 2009).

Foi observado em um estudo que proteinas GP63 sédo mais expressas em fase
estacionaria (RAMAMOORTHY et al., 1992). Esse padrdo de expressao, de maneira
nao foi observado com nossos anticorpos o que sugere que podem existir genes que
sdo mais expressos em diferentes fases do ciclo de vida do parasita, dependendo da

sua necessidade e funcdo. Esse dado esta de acordo com 0 RNASeq realizado neste
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estudo, que também encontrou uma maior quantidade de mRNA de GP63 em
parasitas na fase estacionaria, porém sem uma diferenca significativa em relacdo aos
transcritos de fase Log. Vale ressaltar que a L. braziliensis cepa MHOM/BR/75/M2904
utilizada em nossas analises, j4 passou por diversos repiques, fato que pode alterar a
infectividade do parasita e seu padrdo de expressao génica.

No estudo de Marshall et al., 2018, utilizando-se da hipotese de que existem
grupos de genes de GP63 sendo expressos huma fase especifica do ciclo de vida do
parasita (RAMAMOORTHY etal., 1992; WILSON et al., 1993), as GP63 de L. infantum
foram separadas em classes, baseados em suas caracteristicas proteicas, e foram
analisados dados de espectrometria de massas dos exossomos desses parasitas.
Eles relataram que nenhum grupo de genes era expresso especificamente somente
em uma fase de crescimento de promastigotas, apenas alguns genes pontuais se
destacavam, com expressdo em uma Unica fase. Estes dados corroboram com as
nossas analises de RNASe(, onde também néo foi observado um grupo especifico de
genes sendo expresso em uma fase determinada de crescimento de promastigotas.
Além disso, Marshall et al., 2018, também relatou uma maior quantidade de genes de
GP63 sendo expressos em exossomos de L. infantum em fase estacionaria, o que
também foi observado nas analises de RNASeq.

O mesmo nado acontece em Trypanosoma cruzi, onde os genes de GP63 estéo
dividos em grupos. O grupo | e Il estdo presentes com um alto numero de cépias.
Dados de RNASeq e Nothern blot demonstraram que o grupo | é mais expresso que
o grupo Il, que quase ndo apareceu nas analises de Northern blot (CUEVAS;
CAZZULO; SANCHEZ, 2003). O grupo Il possui alto grau de homologia com
Leishmania guyanensis (espécie do subgénero Viannia), enquanto o grupo | (mais
expresso), foi confirmado apds digestdo por fosfolipase C especifica de
fosfatidilinositol, que séo proteinas de superficie ligadas a membrana por uma ancora
GPI, e, é sugerido a esse grupo a participacdo na infeccdo (BERNA et al., 2017;
CUEVAS; CAZZULO; SANCHEZ, 2003).

Baseando-se nas diferencas das regides C-terminais de GP63, sugere-se que 0
grupo 3 de L. braziliensis possui sua expressao estagio-especifica, estando presente
na forma promastigota do parasita e ndo possui papéis relevantes no hospedeiro
mamifero (CASTRO NETO et al, 2019). No grupo 3, que tem apenas dois paralogos,
esta a proteina 10.0590 que foi a proteina com a maior quantidade de mRNA

observada nesse estudo. Porém, os genes do grupo 1 e 2 de L. braziliensis foram os
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genes que sofreram uma grande expansao no cromossomo 10 dessa espécie, entao,
nao observar um grande numero de transcritos nesses genes pode significar que
estes genes estédo relacionados com a infeccdo e podem ser encontrados sendo
expressos na fase amastigota e ndo na fase promastigota do parasita.

Andlises de RNASeq de diferentes fases do ciclo de vida de Leishmania major,
demonstraram que genes de GP63 no cromossomo 10 aumentam da fase amastigota
para fase promastigota (prociclicos e metaciclicos). Porém um gene do cromossomo
28 tem apenas um pico na fase de promastigotas metaciclicos (INDAR et al., 2017).
Mais estudos utilizando as diferentes fases do ciclo de vida de L. braziliensis precisam
ser realizados para esclarecer o mecanismo de expressdo dos genes de GP63,
considerando que nossa andlise somente na fase promastigota nao foi suficiente para
identificar possiveis genes estagio especificos. Outros estudos também séo
necessarios na fase amastigota ou parasitas isolados diretamente de infec¢des, visto
gue foi relatada uma maior expressao de genes de GP63 em infec¢cdes em andamento
(SANYAL; GHOSH; SARKAR, 1994).
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CONCLUSOES

a) A falta de reconhecimento uniforme das proteinas recombinantes por um Unico

b)

anticorpo, pode indicar que apenas um anticorpo ndo é suficiente para
reconhecer todas as proteinas de GP63, durante o processo de infeccéo;
Existem variagcbes no padrédo de expressdo dos genes de GP63 de L.
braziliensis, porém mais estudos serdo necessarios para detalhar quais sdo
esses genes, bem como a sua localizacdo subcelular e suas possiveis
implicacdes na interagcdo com o sistema imune;

Genes de GP63 dos grupos 1 e 2 foram pouco expressos ha andlise de
RNASeq em relacdo ao gene do grupo 3, sugerindo que esses genes podem
ter funcdes no hospedeiro mamifero. Sendo assim, é preciso a realiza¢do de
analises utilizando-se das outras formas do ciclo de vida do parasita, tais como

a forma amastigota.
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ANEXO A — ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS GP63

X *
LbrM.10.0590 1 iV CIA A AWASIA 2 80
LbrM.10.0610 1 BN AATTABAR 75
100520PCR 1 AVCEA AN AS 2 E i C T DINLOWR VOS2 s 76
LbrM.10.0540 1 A AWWARA A ——HHCIHDKLQIRVLQSV‘ S 58
LbrM.10.1630 1 AVGEAAYWHEA 2 S s 76
LbrM.10.1610 1 A AWWIYSA 2 76
ImjF.10.0470 1 DSSSTHRR AVARY 7 Gl A A A WARIA 80
LmjF.10.0460 1 DSSSTHRREE VARV 7 G2 2 2\ W AJBIA 80
LinJd.10.0500 1 | 80
LinJ.10.0510 1 80
LbrM.10.0590 81 145
LbrM.10.0610 76 H g S 155
100520PCR 77 ‘ STS SfiEDLEDPDY| 147
LbrM.10.0540 59 STS S EDLIDPDY 129
LbrM.10.1630 77 S SINH A 156
LbrM.10.1610 77 156
ImjF.10.0470 81 158
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Abstract

Background: The leishmaniasis are parasitic diseases caused by protozoans of the genus Leishmania, highly divergent
eukaryotes, characterized by unique biological features. To survive in both the mammalian hosts and insect vectors,
these pathogens make use of a number of mechanisms, many of which are associated with parasite specific proteases.
The metalloprotease GP63, the major Leishmania surface antigen, has been found to have multiple functions required
for the parasite’s survival. GP63 is encoded by multiple genes and their copy numbers vary considerably between
different species and are increased in those from the subgenus Viannia, including L. braziliensis.

Results: By comparing multiple sequences from Leishmania and related organisms this study sought to characterize
paralogs in silico, evaluating their differences and similarities and the implications for the GP63 function. The Leishmania
GP63 genes are encoded on chromosomes 10, 28 and 31, with the genes from the latter two chromosomes
more related to genes found in insect or plant parasites. Those from chromosome 10 have experienced independent
expansions in numbers in Leishmania, especially in L. braziliensis. These could be clustered in three groups associated
with different mRNA 3" untranslated regions as well as distinct C-terminal ends for the encoded proteins, with presumably
distinct expression patterns and subcellular localizations. Sequence variations between the chromosome 10 genes were
linked to intragenic recombination events, mapped to the external surface of the proteins and predicted to
be immunogenic, implying a role against the host immune response.

Conclusions: Our results suggest a greater role for the sequence variation found among the chromosome 10
GP63 genes, possibly related to the pathogenesis of L. braziliensis and closely related species within the mammalian host.
They also indicate different functions associated to genes mapped to different chromosomes. For the chromosome 10
genes, variable subcellular localizations were found to be most likely associated with multiple functions and
target substrates for this versatile protease.
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Background

The leishmaniasis are parasitic infectious diseases caused
by flagellated protozoa belonging to the genus Leishmania,
family Trypanosomatidae, and which are transmitted by
sandflies of the genera Phlebotomus or Lutzomyia. These
diseases are found as two major clinical forms, named as
cutaneous leishmaniasis (CL) and visceral leishmaniasis
(VL), with a global incidence for each in the range of
hundreds of thousands of cases per year [1]. Multiple
Leishmania species are associated with the leishman-
iasis and distinct species, closely related or not, are
responsible for the disease in different parts of the
world. Those belonging to the subgenus Viannia are
restricted to the New World (including L. braziliensis and
L. guyanensis), have evolved separately from better known
species belonging to the subgenus Leishmania (L. major,
L. infantum, L. mexicana and others) and are associated
with the mucocutaneous leishmaniasis (MCL), a more
aggressive variation of CL [2].

As successful pathogens, the various Leishmania species
have developed effective mechanisms to escape the mam-
malian host immune response and proliferate [3, 4]. Some
of these evasion mechanisms are dependent on proteases,
which help ensure that the parasites can invade the
mammalian tissue, survive, differentiate and multiply [5].
The GP63 protease, also known as leishmanolysin or
major surface protease (MSP), was first discovered in 1980
as the major surface antigen of the promastigote form of
many species of Leishmania [6]. It was later found to be
bound to the cell membrane through a GlycosylPhospha-
tidylInositol (GPI) anchor and was also identified as an
important virulence factor. This is a zinc-dependent me-
talloproteinase, which belongs to the peptidase family M8
and the metzincin class and includes conserved features
such as the motif HEXXHXXGXXH and a pro-peptide lo-
cated in the protein’s N-terminal region that renders the
proenzyme inactive during translation and is removed
during its maturation and activation. The GP63 proteins
also include an N-terminal signal sequence which directs
them to the endoplasmic reticulum and to the Leishmania
secretory pathway [7, 8].

GP63 has been found to play multiple roles during
Leishmania infection in mammals, starting in the extra-
cellular environment where it acts inactivating the
complement cascade, by cleaving C3b into iC3b. This
inactivation prevents the formation of the membrane
attack complex (MAC), despite allowing the opsonisa-
tion of the Leishmania, mediated by iC3b, and facilitat-
ing its phagocytosis. GP63 can also facilitate the
binding of the parasite to the macrophage through fi-
bronectin receptors, cleaving proteins from the host’s
extracellular matrix. Within the macrophages, it also
acts to reduce the production of TNF, IL-12 and nitric
oxide, which contributes to the protection and survival
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of the parasite, and provides the Leishmania with a faster
entry into the macrophage, through the activation of a host
tyrosine phosphatase [7, 9, 10]. GP63 has also been shown
to be released through exosomes into the extracellular
medium and this may facilitate its uptake by the macro-
phage even before the internalization of the Leishmania
parasite [11]. Lack of GP63 drastically reduces the
Leishmania’s ability to establish and maintain an
infection, since the hosts are more likely to induce an
innate immunity inflammatory responses [12]. Within the
host cell cytoplasm GP63 has been shown to cleave the
transcriptional factor AP-1, which regulates the production
of pro-inflammatory cytokines and nitric oxide by the
macrophage [11, 13]. GP63 was also shown to be associated
with the inactivation of the mTOR kinase, leading to the
inhibition of protein synthesis in the macrophage and pro-
viding an ideal environment for the proliferation of the
pathogen [14].

Early studies have shown that GP63 is more abundantly
expressed in the promastigote stage of the Leishmania life
cycle, the proliferative stage within the insect vector. This
expression may peak during metacyclogenesis, when the
parasite prepares to infect the mammalian hosts, and is
subsequently reduced again upon differentiation into amas-
tigotes, the intracellular stage that multiplies within the
mammalian macrophages [7, 15, 16]. The abundant GP63
expression in promastigotes indicates relevant functions
also in the insect vector, presumably needed for survival
and proliferation. Indeed, a potential involvement in the
degradation of protein components that would lead to the
adhesion of the parasite in the insect gut epithelium has
been shown [17, 18]. Due to its wide substrate specificity,
GP63 may also perform a nutritional role for the parasite,
acting as an endopeptidase [19, 20], or even protect the
Leishmania against the insect defences [19].

Concerning the GP63 gene organization, there is a no-
ticeable variation in the number of gene copies encoding
these proteins among different Leishmania species. In L,
major these genes are present in more than one chromo-
some and multiple copies have been detected arranged in
tandem [21], with the same multi-copy arrangement also
found in L. infantum and L. braziliensis [22]. Noteworthy,
however, is the substantial increase in the number of gp63
genes reported for L. braziliensis and other species
belonging to the subgenus Viannia, when compared with
the subgenus Leishmania. This was reported in early stud-
ies [23-25] and has been confirmed more recently by
results derived from a screening for cosmids harboring
multiple GP63 genes from L. braziliensis [26], as well as
by genome sequencing data for different Leishmania spe-
cies [27-29]. No clear biological reasons are known, how-
ever, to explain this expansion in the GP63 gene copy
number. Here, aiming to contribute further to the under-
standing of the role of GP63 in Leishmania pathogenesis
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in general but with a focus on Viannia species, we sought
to investigate the GP63 gene expansion further, using a
range of in silico tools. We started by better defining the
extent of GP63 gene diversity in L. braziliensis, followed by
an in-depth analysis of the similarities and differences
between different genes from this and related Leishmania
species. The GP63 genes were first grouped according to
their chromosomal localization followed by phylogenetic
comparisons between different trypanosomatid species.
Further grouping according to sequence similarities or dif-
ferences within non-coding and coding elements was also
carried out, in order to define putative functional distinc-
tions. Possible mechanisms associated with the gene expan-
sion due to DNA recombination were then investigated
and variations in sequence mapped on the GP63 structure
and linked with predictions of immunogenic potential. Our
results are consistent with a selective expansion of a subset
of GP63 genes in L. braziliensis that might be linked to
mammalian pathogenesis and might be required for a bet-
ter protection against the host immune system.

Results

Search for new L. braziliensis GP63 paralogs

The early studies based on hybridization assays [23, 24]
had suggested that the total number of GP63 genes found
within Leishmania species belonging to the Viannia sub-
genus is greater than the number of genes available at the
TriTrypDB database and identified after the L. braziliensis
genome sequencing and annotation. Recent data based on
next generation sequencing have also suggested major vari-
ations in copy number of GP63 genes between species
within the same subgenus, Leishmania or Viannia, that
have not yet been included on the annotated genomes
[28-30]. Here, to begin to understand the true diversity of
the L. braziliensis GP63 genes, we first sought to reevaluate
the available L. braziliensis GP63 gene sequences consider-
ing that the automatic annotation methods might have
missed further genes. We therefore performed a reanalysis
of the L. braziliensis genome sequences and searched for
possible new GP63 paralogs that might not have been
annotated. To do this we performed a search in the L.
braziliensis genome using the Hidden Markov Models
(HMMs) methodology [31], carried out after a grouping of
the entire proteome set from different Leishmania species
(described in methods). Nine subsets of GP63 sequences
were created using the OrthoMCL tool in order to group
these sequences and allow the search to be performed, as
shown in Additional file 1: Table S1, with the number of
genes in each subset varying in size from 56 to only two.
All nine subsets were used to build HMMs and these were
then applied for the search of new paralogs in the pre-
dicted proteome from L. braziliensis 2904. In general, all
HMMs were able to find the GP63 sequences assigned to
each subset, however no new paralogs were found during
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the search. The genome of L. braziliensis strain 2904 depos-
ited on TriTrypDB lists 39 GP63 genes and, in total, the
HMMs identified the presence of 38 related sequences. A
single gene (LbrM.10.1720) was not recovered using these
models and indeed its coding sequence did not provide an
alignment with a score high enough to be considered as a
GP63. The results of the search for each HMM are
summarized in Additional file 2: Table S2 and confirm
the gene count number for GP63 genes derived from
the L. braziliensis genome sequencing, 38 genes, lower than
earlier estimates based on the hybridization studies [23].
Next, we considered that the shot gun nature of the se-
quencing strategy used for the assembly of the best genome
available from a Viannia species, from the L. braziliensis
2904, might have led to the grouping of similar GP63 genes
together, causing in turn a reduction in the number of
genes found. In order to obtain as many natural GP63
sequences as possible, and therefore have a clearer idea of
the true number of genes present in the L. braziliensis gen-
ome, we opted to amplify these genes using primers
directed to conserved regions of representative genes iden-
tified in the genome analysis. The PCR strategy used to
amplify the GP63 genes can be seen in Fig. 1, superimposed
on a schematic representation of a typical GP63. The
scheme highlights conserved elements found on all GP63
sequences, such as the zinc-binding motif, multiple cysteine
residues, the GPI anchor site and a nearly universally con-
served motif of seven consecutive amino acids we named
KDELMAP. Six oligonucleotides annealing to sequences
encoding the N-terminal ends of the GP63 sequences were
used as 5' primers, considering the variation previously
observed within the N-terminus of the various GP63 genes
and in order to maximize the number of genes amplified.
As 3’ primers, two sets of two oligonucleotides annealing
to the more conserved KDELMAP or the GPI anchor site
motifs were alternatively used. Individual PCR reactions
were set up with different pairs of oligonucleotides, always
with a single 5" and a single 3 primer. After amplification,
cloning and sequencing a total of 40 different GP63 gene
fragments were obtained, with thirty-four of those having
sequences different from the ones described in the data-
bases. The new GP63 DNA fragments obtained by PCR are
listed in Additional file 3: Table S3, which also includes the
set of oligonucleotide primers used to amplify each se-
quence. In all 31 new gene fragments were found, since
some were duplicates (also indicated in the table). The new
sequences have all been submitted to GenBank and
were compared with the already known GP63 genes
from L. braziliensis and these analyses will be discussed
further below. They are consistent with a higher copy
number for the L. braziliensis GP63 genes than pre-
dicted based on the genome sequencing alone and
more in agreement with the original estimates based
on Southern-blots, although no precise quantification
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HEXXH

Signal peptide

(finishing on the GPI anchor site)

Propeptide Zinc Binding Site GPI Anchor Site
5*UTR KDELMAP 3 UTR
¢4 [ (6] € 4 c €cee: CC €eec ¢c
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Fig. 1 GP63 general gene features. The scheme highlights conserved elements found on most GP63 sequences, such as the signal peptide, propeptide,
zinc-binding motif [8], multiple cysteine residues, the GPI anchor site and a nearly universally conserved motif of seven consecutive amino acids we named
KDELMAP. The PCR strategy used to amplify the GP63 genes is also shown with products varying from 1 Kb (up to the KDELMAP region) and 1,6 Kb

1.6Kb

is possible either way. Despite the fact that both the gen-
omic and PCR data used for our analyses are derived from
the same L. braziliensis 2904 strain, the question of cultur-
ing in different laboratories being responsible for the
differences observed regarding gene copy number and
identification between the two sets of results can be raised.
Nevertheless, considering the limited time frame for the
culturing procedures, these could only have any impact
on gene or chromosomal duplication events and would
not lead to the different gene sequences that were found
through PCR and/or DNA sequencing.

Genomic analysis of known Leishmania GP63 genes

To clarify the relationship between the multiple GP63
genes in Leishmania, we opted to review their chromo-
somal organization within the major lineages of pathogenic
Leishmania. For L. major, the best studied of the available
Leishmania genome sequences, three sets of GP63 genes
were found distributed in chromosomes 28 (one gene), 31
(one gene) and 10 (four genes) [21]. Based on the
sequences available at the Tritryp database, a similar
organization is also observed for L. infantum (summarized
in Fig. 2) and L. mexicana (not shown), represented by two
and one genes for chromosome 28 in L. infantum and L.
mexicana, respectively, and one gene for chromosomes 31
in both species, considering that the L. mexicana chromo-
some 30 is equivalent to the L. major chromosome 31. Five
GP63 genes are also found in chromosome 10 for both
species and in agreement with previously reported data for
L. infantum [22].

In L. braziliensis, based on the available genomic data for
the 2904 strain, major differences in the organization of
the GP63 genes are observed when they are compared with
those found in species from the Leishmania subgenus.
First, no GP63 gene is found on chromosome 28, as
highlighted before for other Viannia species [32], despite
the presence of orthologues to the same genes flanking the
single GP63 sequence from L. major and L. infantum. In

contrast, six GP63 genes or gene fragments are found on
chromosome 31, again generally flanked by orthologues to
the same genes found flanking the GP63 gene found in the
L. major and L. infantum chromosome 31. Even more
noteworthy, however, are the 33 GP63 genes found clus-
tered on chromosome 10. Again, these are localized to the
same region seen harboring the other Leishmania chromo-
some 10 genes, as confirmed by the presence of neighbor-
ing sequences encoding orthologues to those found
flanking the L. major and L. infantum GP63 genes from
chromosome 10. However, the precise gene organization
cannot be properly defined and many of the genes
sequenced are assembled in relatively short contigs, as indi-
cated in the scheme from Fig. 2c. Again, this might be due
to the high similarity between the gene sequences and the
nature of the sequencing strategy which might have pre-
vented a proper assembly of repeated sequences.

The significantly greater number of L. braziliensis GP63
genes from chromosome 10 is supported by our PCR data
where primers sets directed to the chromosome 10 genes
were able to amplify more genes than the ones originally
used for their synthesis. For example, a primer pair
designed to amplify the gene LbrM.10.0470 allowed the
amplification of eight different gene fragments (G0510B2;
GO0560B1; GO0560B2; G1610B3; G1610B4; G1610B5;
G1610B6; G1620B1) and similarly, the primer pair directed
to gene LbrM.10.0540 amplified fragments from six differ-
ent genes (G0510C1; GO0510C2; G0540C1; GO0560C4;
G1640C1; G1640C2). In contrast, two sets of PCR reac-
tions directed to a single GP63 gene from chromosome 31,
using the same 5 primer and two distinct 3" primers, only
led to the amplification of the same gene, LbrM.31.2260
(Additional file 3: Table S3). Indeed, we believe that most
of the six GP63 genes annotated from the L. braziliensis
chromosome 31 might not exist and in fact are either
pseudogenes or derived from genome assembly errors.
Only one of those genes (LbrM.31.2260) has GP63-related
protein features, such as the propeptide domain (HEXXH),
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(See figure on previous page.)

Table 1

Fig. 2 Genomic organization of Leishmania GP63 genes. Genomic organization of GP63 genes from Leishmanis sp, showing the general distribution,
location and synteny of these genes along chromosomes 10, 28 and 31. a Synteny analysis on chromosome 28 showing the localization of the GP63
gene in L. major and L. infantum and its absence in the equivalent position from the L. braziliensis chromosome 28. b Distribution of GP63 genes in
Leishmania sp., chromosome 31. Pseudogenes from the L. braziliensis genome are highlighted in gray. ¢ Expansion of GP63 genes in the L. braziliensis
chromosome 10, when compared to L. major and L. infantum, within the same chromosome position, as indicated by the flanking genes on the left
(some unrelated genes are also included). The horizontal arrows indicate the transcription sense of the genes and the yellow, black and red colors
define the 3" UTR groups identified for the L. major and L. infantum genes. The diagram for L. infantum does not include the preliminary annotation
derived from the recent resequencing of its genome [30]. For the L. braziliensis genes, identical colors group those with similar 3'UTRs, as classified in

and shares a high similarity (85%) with the L. major and L.
infantum chromosome 31 genes. The LbrM.31.2200,
LbrM.31.2220, LbrM.31.2230, LbrM.31.2240 and LbrM.31.
2250 genes have stop codons in the middle of their se-
quences and/or in alignments showed identical N-terminal
or C-terminal regions to LbrM.31.2260 (data not shown). It
is possible that these genes may represent parts of
LbrM.31.2260 not properly assembled and this in agree-
ment with our PCR data finding only LbrM.31.2260. Over-
all these results are consistent with the expansion in the
number of GP63 genes in L. braziliensis, and other species
belonging to the Viannia subgenus, being mainly directed
to the chromosome 10 genes.

GP63 evolutionary analyses

Sequences encoding GP63 related genes are also found in
other trypanosomatids and more distantly related kineto-
plastids and these include multiple genes from 7. brucei,
T. cruzi, and others. The number of genes in these para-
sites is quite variable. T. cruzi has over 150 GP63 genes
annotated in the TriTrypDB database, but with many
pseudogenes among them. T. brucei and C. fasciculata
have a smaller amount with 10 and 18 genes respectively.
This multiplicity of GP63 genes along the various kineto-
plastids lineages reinforce the multiple roles this protein
has, independent of the life cycle of the organism involved.
Here, we next sought to assess how the Leishmania GP63
genes are related to those found in more distantly related
kinetoplastids and whether some function can be inferred
based on which genes are found in each organism. To do
this we built a phylogenetic tree comparing the most
divergent and representative sequences from the three
major sets of Leishmania GP63 genes (from chromosomes
10, 28 and 31) with genes from different Trypanosoma
species (1. brucei, T. cruzi and T. theileri) and more
distantly related organisms. These included species that
parasitize reptiles (L. tarentolae) and plants (Phytomonas
sp.), have monoxenous life-cycles in insects (Crithidia
fasciculata and Leptomonas pyrrhocoris) and are free
living (Bodo saltans). As shown in Fig. 3, the phylogenetic
analysis could separate the GP63 genes mapped to the
Leishmania chromosome 10 from those genes mapped to
chromosomes 28 and 31. We also could observe a clear
separation between the Leishmania subgenus based on

the genes located on chromosome 10. Noteworthy are the
T. cruzi and T. brucei GP63 sequences more closely asso-
ciated with the GP63 genes from B. saltans and T. theileri.
Also, when we observe the clustering of the genes present
in chromosomes 28 and 31 from Leishmania, they gener-
ally show more proximity to the genes from L. pyrrhocoris,
C. fasciculata and Phytomonas sp. Nevertheless, one L.
pyrrhocoris and two C. fasciculata genes are more closely
related to those from the L. braziliensis chromosome 10.

Overall, the gene clusters shown in the tree highlight
the higher similarity between the Leishmania sp. genes
from chromosomes 28 and 31 with the GP63 genes
found in organisms that live in insects only or parasitize
plants. For instance, the 38 annotated GP63 genes from
Phytomonas are more closely related to the Leishmania
chromosome 28 GP63. It is then possible to hypothesize
that these genes might me more involved in the insect
stage of the parasite life cycle. Genes more closely
related to the chromosome 10 GP63 genes can be found
in the insect parasites L. pyrrhocoris and C. fasciculate,
but in general these genes seem to have suffered a sub-
stantial expansion within Leishmania species.

Evaluation of the sequence diversity of the Leishmania
GP63 genes from chromosome 10

Considering the expansion of the chromosome 10 GP63
genes in the Leishmania lineage in general, and even more
so in L. braziliensis and other Viannia species, we then
opted to investigate the origins of their diversity further.
To do this we compared the full extent of the chromosome
10 GP63 sequences from relevant Leishmania species
using as outgroups selected genes from chromosomes 28
and 31. For this analysis, we also included sequences from
L. tarentolae (based on the published genome sequence
[33]), where a similar expansion in the chromosome 10
GP63 genes was noticed, with 49 genes found in this
chromosome while only one gene was found in chromo-
some 31 and another in chromosome 33. L. tarentolae is
currently classified within the Sauroleishmania subgenus,
but it is likely to be more closely related to the Leishmania
subgenus than to Viannia [2, 34]. The relevance in includ-
ing the L. tarentolae sequences is due to the fact that it
does not parasitize mammals, only lizards, meaning that
any potential role in pathogenesis associated with the
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Fig. 3 Phylogenetic tree comparing selected Leishmania GP63 paralogs with sequences from more distantly related organisms. The tree
demonstrates the proximity between the GP63 genes from the Leishmania chromosomes 28 and 31, with GP63 genes from monoxenes trypanosomatids
genes, such as Leptomonas pyrrhocoris and Crithidia fasciculata, as well as, genes from a plant tripanosomatid, like Phytomonas sp. Values for highly
supported nodes have been replaced by black and white squares, which represents the Bayesian posterior probabilities and bootstrap support for PhyML,
respectively. Bs: Bodo saltans, Tt: Trypanosoma theileri, Tb: Trypanosoma brucei, Tc: Trypanosoma cruzi, Lp: Leptomonas pyrrhocoris, Cf: Crithidia fasciculata,
Lb: Leishmania braziliensis M2904, Lmj: Leishmania. major, Lmx: Leishmania mexicana, Li: Leishmania infantum, Lt: Leishmania tarentolae

Lmx 100405
Lmx 100390
Lmj 100480
Li 100310
Li 100320

chromosome 10 GP63 genes is not dependent on their
mammalian hosts. We also included in this analysis the
new L. braziliensis sequences generated by us through the
PCR approach. The phylogenetic tree shown in Fig. 4 sum-
marizes the results from these analyses based on align-
ments using the full-length sequences for all proteins (or
the full-length PCR fragments). For clarity, only the most
divergent representative sequences were used to build this
tree, with those very similar or nearly identical to the ones
shown purportedly removed from the final figure. In the
original analysis all chromosome 10 sequences from the
selected species were used but with similar results (not
shown). Within each of the three Leishmania subgenera
analysed, all GP63 sequences from chromosome 10 are
more closely related to sequences from the same or related

species than to sequences found in species belonging to
the other subgenera. Even within the Leishmania clades,
the L. infantum genes (in red) seemed to be more closely
related to each other than to their L. major counterparts,
although for the two Viannia species (L. braziliensis and
L. guyanensis) analysed genes (in green) more closely
related between the two species were found. These results
are in agreement with independent expansions on the
number of the chromosome 10 GP63 sequences in each
clade, with major expansions occurring for both
Sauroleishmania (in blue) and Viannia species. For the
latter species, at least, the start of this expansion may have
preceded the split between L. braziliensis and L. guyanensis
but has subsequently continued and may be an on-
going process.
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Fig. 4 Phylogeny of Leishmania GP63 paralogs from chromosome 10. Phylogenetic tree comparing multiple chromosome 10 GP63 genes from
selected Leishmania species. The tree highlights the separation of the GP63 genes according to the three main Leishmania subgenera (Sauroleishmania,
Leishmania and Viannia). Values for highly supported nodes have been replaced by black and white squares, which represents the Bayesian posterior
probabilities and bootstrap support for PhyML, respectively. Lb: Leishmania braziliensis M2904, Lmj: Leishmania major, Lmx: Leishmania mexicana, Li:
Leishmania infantum, Lt: Leishmania tarentolae, Lg: Leishmania guyanensis

Identification of functional differences between the
various Leishmania GP63 genes from chromosome 10

So far not much is known regarding possible functional
differences between the various GP63 genes found within
any specific trypanosomatid. In Leishmania, with the goal
of defining functional differences between multiple GP63,
and even prior to the completion of the first Leishmania
genomes, early studies investigated the expression pattern
of selected genes attempting to identify differences in ex-
pression during the parasite life cell cycle [8, 15, 35]. In L.

infantum and L. major, three growth stage-specific pat-
terns of expression were observed for the then known
GP63 genes, with one gene constitutively expressed, a sec-
ond gene (or genes) expressed during the log phase of
promastigote growth and the third gene expressed only in
stationary phase cells and/or amastigotes [15, 25]. Here,
by comparing their coding sequences and 3° UTRs with
those from the available genomes, we were able to map
those genes within the annotated genome sequences (indi-
cated in Fig. 2): LinJ.10.0510 and LmjF.10.0470 are the
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constitutively expressed genes (here named Group 1 —
colored in black in the figure); Lin].https://doi.org/
10.0490/Lin].10.0500 and LmjFE.https://doi.org/10.0460/
LmjF.10.0465 are equivalent to the previously described
log phase promastigote genes (Group 2 — highlighted in
yellow); Lin].https://doi.org/10.0520/Lin].10.0530 from L.
infantum and the L. major LmjF.10.0480 gene correspond
to the stationary phase/amastigote specific GP63 (Group 3
— colored in red). The Group 1 genes are characterized by
unique 3° UTRs and 3’ intergenic regions absent from the
remaining chromosome 10 genes, while the Group 2 and
3 genes share very similar sequences within the first ~ 400
nucleotides of their 3'UTRs, although these subsequently
diverge into two distinct patterns that correlate with the
two groups (these genes and their groups are highlighted
by different colors in the scheme from Fig. 2). We also
looked at differences within the coding sequences that
could be typical of GP63 genes belonging to any particular
group. As previously reported for L. major [25], a clear
distinction is observed between the C-terminus of the
Group 1 proteins and those from Group 2 and 3. Both L.
major and L. infantum Group 1 proteins are characterized
by a longer C-terminus enriched in hydrophobic and posi-
tively charged residues and lack the typical asparagine
required for the GPI anchor. In contrast, the shorter
C-terminus from the Group 2 and 3 proteins include the
GPI anchor site and end in a stretch of mostly hydropho-
bic amino acids (Fig. 5).

Next, we attempted to group the L. braziliensis chromo-
some 10 genes based first on similarities and differences
within the putative 3'UTRs. Thirty genes were analyzed
based on the sequences available from the reference gen-
ome sequence and these were classified into six groups
according to their 3’'UTR, with the first two groups repre-
sented by 8 and 15 genes, respectively, while the remaining
groups included only one or two genes (Table 1 — also col-
ored differently in Fig. 2). When these 3'UTRs were com-
pared with the three L. infantum and L. major groups no
clear similarities were found with any of the L. braziliensis
groups, likely due to the large sequence variation observed
between species from the two distinct subgenera. We also
looked at the amino acid sequences, looking for features in
common for L. braziliensis genes sharing similar UTRs. No
association with features such as signal peptide, transmem-
brane domains and isoelectric points was found, however
distinct C-terminus were observed which also separated the
L. braziliensis into six groups, with a clear association
observed between each 3'UTR group and nearly all of the
proteins’ C-terminal ends (Table 1). Since Groups 4, 5 and
6 consists of truncated proteins they will not be considered
further here, but for the remaining three groups their
C-terminal ends were also compared with those seen to be
associated with the L. infantum and L. major groups. A
clear association between the two proteins from the L.
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braziliensis Group 3 and the L. major/L. infantum Groups
2 and 3 can be seen, since they share a nearly identical
C-terminus that includes the GPI anchor attachment motif
(DGGN [36]). The Group 1 genes from L. braziliensis also
share conserved elements with the L. major/L. infantum
Group 1, such as the lack of a typical GPI anchor site and
the presence of a hydrophilic set of amino acids followed
by a hydrophobic region resembling a transmembrane seg-
ment. The motif “MRQWRERMTALATVT” found in the
L. braziliensis sequences is also very similar to the
“MQRWNDRMAGLATAA” motif found in L. infantum
Lin].10.0510 gene. Only the L. braziliensis Group 2 genes
then, characterized by a shorter C-terminus missing
entirely the GPI anchor site or related hydrophobic
sequences, do not seem to have counterparts in L.
infantum nor in L. major. Nevertheless, it seems likely
that, as observed in L. infantum and L. major, the dif-
ferent groups of L. braziliensis chromosome 10 GP63
genes are also differentially regulated during the para-
site growth in culture and this is in agreement with the
different 3'UTRs seen associated with each group.

Gene recombination in GP63 sequences from
chromosome 10

Through analyzes of the alignments generated in this study,
we identified that specific regions of certain GP63 gene se-
quences were very similar to equivalent regions from other
GP63 genes which otherwise were more divergent. For ex-
ample, certain small motifs generally seen only on the L.
braziliensis Group 1 genes were also found in one or more
of the group 2 genes and vice-versa, an indication of gene
recombination. Indeed, the locus for these genes is reported
as having high plasticity [23, 37] and the data from the
literature shows that this gene family can be influenced by
mosaic or fragmental gene conversion [26, 38]. Here, in
order to understand why the expansion of the GP63
genes occurs mainly on chromosome 10, we performed
an in-silico search for recombination events targeting
these genes so as to better evaluate whether their variability
was related to intragenic recombination. The software
chosen to find the recombination events (RDP4) uses
several tools to determine events such as the likely position
of recombination breakpoints and the identity of sequences
most closely related to the gene being evaluated. In this
study we only considered recombination events that were
detected by at least two of the tools tested. Therefore, we
decided to perform a gene recombination analysis with all
the GP63 genes of L. braziliensis present in databases and
the ones generated by us through PCR. We first targeted
the chromosome 31 GP63 genes, but no recombination
events were detected by the software. In contrast, when the
38 PCR sequences from chromosome 10 were analyzed 30
(or 79%) were reported as recombinant genes. Regarding
the database genes, 32 recombination events were found,
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Fig. 5 Leishmania major, L. infantum and L. braziliensis C-terminal alignments and groups. Alignment showing the difference in the C-terminuses
of the chromosome 10 GP63 sequences having divergent 3' UTRs. a and b shows the L. major and L. infantum C-terminus sequences, respectively, their
groups based on their expression profiles and the predicted GPI anchor site (boxed in green). The motif identified in the constitutively expressed L.
infantum group 1 sequence also found in the L. braziliensis group 1 C-terminus is boxed in red, while the motif found in the L. infantum and L. major

also seen in L. major and L. infantum indicated as for A and B

stage specific genes from Groups 2 and 3 (in orange) nearly identical to a similar motif from the L. braziliensis group 3 genes is boxed in orange. ¢
Alignment of the C-terminal ends of the different L. braziliensis chromosome 10, with the grouping described in the text and the conserved elements

sometimes with more than one event for the same gene
(Fig. 6 and Additional file 4: Table S4). Gene duplication
and recombination events then are possibly the major
source of the novel GP63 sequences seen in the chromo-
some 10 from L. braziliensis and closely related sequences.

Protein structural modeling, mapping of variable regions
and B-cell epitope prediction

Based on the crystallized structure of a membrane GP63
from L. major promastigotes, GP63 was identified as a
compact protein consisting predominantly of B sheet
secondary structure elements divided into three distinct

domains (N-terminus, Central domain and C-terminus)
and with features typical of the catalytic modules of zinc
proteases [39]. After observing the recombination events
and sequence variations between the multitudes of L. brazi-
liensis GP63 genes, we decided to investigate where these
variations are found along the 3D structure of the protein.
Through three-dimensional protein structure predictions,
we were able to model the structure of eight divergent
GP63 sequences with high modeling scores, as can be seen
in Fig. 7. We then mapped on the models the most variable
motifs identified by the previous multiple alignments
(highlighted in blue in the structures shown in the figure).
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Table 1 Leishmania braziliensis GP63 3' UTR and C-terminal end gene groups. Table showing the Gp63 gene groups from
chromosome 10 defined according to the 3' UTR and C-terminuses sequence similarity

Group L. braziliensis 3'UTRs L. braziliensis chromosome 10 GP63 paralogs

1 LbrM.10.0510, LbrM.10.0530, LbrM.10.0560, LbrM.10.0580, LbrM.10.0510, LbrM.10.0530, LbrM.10.0550, LbrM.10.0560,
LbrM.10.0600, LbrM.10.0610, LbrM.10.1540, LbrM.10.1580 LbrM.10.0600, LbrM.10.0610, LbrM.10.1540, LbrM.10.1580

2 LbrM.10.0470, LbrM.10.0480, LbrM.10.0500, LbrM.10.0520, LbrM.10.0470, LbrM.10.0500, LbrM.10.0520, LbrM.10.0540,
LbrM.10.0540, LbrM.10.0570, LbrM.10.1570, LbrM.10.1590, LbrM.10.0570, LbrM.10.1570, LbrM.10.1590, LbrM.10.1610,
LbrM.10.1610, LbrM.10.1620, LbrM.10.1630, LbrM.10.1640, LbrM.10.1620, LbrM.10.1630, LbrM.10.1640, LbrM.10.1650,
LbrM.10.1650, LbrM.10.0600, LbrM.10.1680 LbrM.10.1660, LbrM.10.1680

3 LbrM.10.0590, LbrM.10.1690 LbrM.10.0590, LbrM.10.1690,

4 LbrM.10.0550, LbrM.10.1720 LbrM.10.1720

5 LbrM.10.0490, LbrM.10.1700 LbrM.10.0490, LbrM.10.1700

6 LbrM.10.1550 LbrM.10.1550

As can be observed, most of the variable regions were posi-
tioned externally on the structures.

We next sought to evaluate how the various GP63
sequence would be recognized by the B cells from the
mammalian immune system and also to predict their ability
to induce the production of specific antibodies. Linear and
conformational B-cell epitope predictions were carried out
using the various chromosome 10 GP63 sequences from L.
braziliensis. The linear epitope predictions returned 56 epi-
topes from the sequences of the modeled proteins (Table 2).
Regarding their localization within the various structures,
from the total of 56 epitopes, 41 were mapped to the pro-
teins’ external regions, whereas 6 were localized internally
and nine could not be evaluated due to the comparative
nature of the tridimensional structure modeling. The mod-
eling is based on a mature GP63 crystallized structure,
which lost part of its N-terminal region, during the protein
posttranslational modification, which prevented the assess-
ment of epitopes localized to this region. Out of the 47 lin-
ear epitopes localized externally, 37 coincide with motifs
that display sequence variation, while 10 are found in
regions conserved between the different GP63 sequences.
Considering only the epitopes that were predicted to
localize internally, four coincide with variable sequences
while two were associated with conserved regions. As for
the prediction of conformational B-cell epitopes, the ana-
lysis returned 40 epitopes, with 32 mapped to the proteins’
external region. Twenty-three of those were in motifs with
sequence variation, while nine were in conserved regions.
Regarding the eight epitopes localized internally, five coin-
cided with variable sequence motifs and three were in con-
served motifs. We also identified 14 motifs that were
present in both linear and conformational epitope predic-
tions (not shown). As above, most of the epitopes coin-
cided with variable motifs localized externally, as shown in
Table 2. Noteworthy also is the fact that a peptide from L.
infantum GP63 that has been previously shown to react
strongly with sera from dogs infected with visceral
leishmaniasis [40] is nearly identical to one of the L.
braziliensis B-cell epitopes predicted by our analysis

within the Lbr10.0590 polypeptide (not shown). Over-
all, these results are consistent with variable regions
localizing externally and being more capable of indu-
cing an immune response.

Discussion

The in-silico analysis carried out here highlights the strong
selective pressure for the expansion in copy number of the
chromosome 10 GP63 genes within Leishmania species,
and in particular in the Viannia and Sauroleishmania sub-
genera. The increased number of the chromosome 10
GP63 genes in different Leishmania species evolved inde-
pendently generating a wide range of paralogs, which
display sequence variations and may be generated by
recombination. This expansion seems to be an ongoing
process that might be related to pathogenesis or defense
mechanisms directed to the vertebrate host and the parallel
expansion in both Viannia and Sauroleishmania species is
something that must be taken into account. Such expansion
of multiple genes arranged in tandem, originating from
duplication and recombination events, demonstrates the
adaptability of Leishmania species to the environment,
associated with the evolutionary pressure suffered by the
GP63 genes [28]. As a result, the presence of these
multi-copy arrays may lead to speciation [41] or indicate
the possible need for stage-specific genes [28]. As previ-
ously highlighted [42], an expansion in GP63 sequences
also occurred independently in other trypanosomatids,
such as T. cruzi and T. brucei, and this led to novel GP63
domains which might be associated with species-specific
or group-specific functions. It is likely then that this expan-
sion in Leishmania GP63 genes might be related to novel
aspects of the pathogenesis of these parasites to the verte-
brate hosts, but this still needs to be better defined. When
multiple strains from a single species is considered the
overall GP63 diversity might be even greater, as recently
evaluated [43], and this might be associated with possibly
different virulence phenotypes and clinical outcomes for
the disease. The recent release of a new L. infantum gen-
ome based on data using two distinct methodologies of
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Fig. 6 Leishmania braziliensis GP63 recombination events. Representative figure indicating recombination events identified using the RDP4
software. The p-values calculated for the recombination events are indicated as well as the parental and recombinant regions of the chosen
gene. The graph shows the gene that underwent a recombination event (in blue) and other two genes that most likely were involved in this
recombination, named major parent (in yellow) and minor parent (in purple), identified by pairwise alignment. Despite their definition as major
or minor parent, any one of these genes may be involved in the recombination. a Predicted recombination event between two PCR genes,
G1620B1 and G0510G4, with the recombinant gene (G0540C1) showing a 100% identity in most of the N-terminus region with G0510G4.

b Predicted recombination event between two annotated genes, LbrM10.1630 and LbrM10.0600, showing the putative recombinant gene
(LbrM10.0590) with an almost 100% pairwise identity in most of its N-terminal and central regions with the gene LbrM10.0600. A representative
GP63 gene structure is shown in the bottom of the figure, discriminating N-terminal, Central and C-terminal regions

C’ terminal

next generation sequencing, and showing a higher copy
number of GP63 genes for this species [30], also high-
lights the need for better quality genomes in order to
properly define the true diversity of these genes for
multiple Leishmania and trypanosomatid species.

The expansion observed in the chromosome 10 genes
are concentrated in the Group 1 and Group 2 genes and,

if we extrapolate the expression for Group 1 based on the
data with the L. major and L. infantum genes [15, 25], they
are likely to be expressed constitutively with likely func-
tions during the mammalian infection. In contrast, for the
Group 3 genes, with only two paralogs, their expression
might be restricted to the promastigote stage of the para-
site life cycle, therefore with minor or no relevant function
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Lbr.10.0610

Fig. 7 Comparative protein modelling of selected Leishmania braziliensis GP63 paralogs from chromosome 10. Modelled structures of eight representative
GP63 paralogs from the L. braziliensis chromosome 10. The segments labelled in blue indicate the variable motifs in each protein, while the segments
yellow represent the predicted linear B-cell epitopes and the green markings show variable motifs coinciding with the predicted epitopes

Lbr.10.1610

in the mammalian host. For all three groups their expres-
sion will have to be confirmed but the large sequence
variations observed for both Groups 1 and 2 genes, con-
centrated on potentially immunogenic regions localized
on the surface of the GP63 molecules, also imply related
expression patterns during the mammalian stage of the
Leishmania life cycle. As previously shown in L. major
and L. mexicana [44], these expression patterns should be

linked to the mRNA 3'UTRs and sorting out the molecular
mechanisms associated will be a major endeavor. A major
question that emerges regarding the expression of the
genes from Groups 1 and 2 is related to the multiple para-
logs. Are multiple genes belonging to the same group
expressed simultaneously or some are expressed more effi-
ciently than others or alternatively? This will also need to
be investigated further.
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Table 2 Leishmania braziliensis GP63 B-cell epitope prediction.
Table showing the distribution of the predicted epitopes along
the studied GP63 paralogs

Total Number Conserved Sequence Type of Protein
of Epitopes Region Variation Region  Epitopes Region
4 8 33 Linear External
6 2 4 Linear Internal
32 9 23 Conformational  External
8 3 5 Conformational  Internal

Another relevant question remaining deals with the
functional roles for the distinct groups and how these
might be associated with sequence differences between
the paralogs. A possible link with the proteins’ subcellular
localization is presumed based on the differences in the
C-terminus of the subsets identified and the presence or
absence of a typical GPI anchor. These differences regard-
ing the presence or absence of GPI anchor sites have been
suggested before based on comparisons between the L.
major and L. infantum GP63 sequences [8]. Here, the
C-terminal Group 2 of L. braziliensis GP63 sequences
lacks the GPI anchor signal entirely, which is consistent
with proteins that are directly secreted into the extracellu-
lar medium, as previously reported for L. mexicana GP63
[45]. This release into the extracellular environment might
contribute at the early stages of infection, due to the abil-
ity of GP63 to digest the extracellular matrix proteins, fa-
cilitating parasite mobility and invasion [46]. Alternatively,
these proteins might be selectively transferred to exosomes
and later to the macrophages in order to influence its me-
tabolism and promote Leishmania growth [11]. For the L.
braziliensis Group 1 proteins, they all share a C-terminus
having a likely transmembrane domain with no clear GPI
anchor site. Lack of a typical GPI anchor site however, with
a more likely transmembrane domain identified, was also
seen in the L. major Group 1 gene, which was nevertheless
seen to have a GPI anchor [25]. The distinct C-terminal
ends nevertheless clearly suggest critical differences in sub-
cellular localization for the distinct GP63 groups, but these
need further experimental confirmation.

In early studies performed with L. guyanensis, it was
suggested that new GP63 genes may be generated by
events of mosaicism through recombination between 5’
and 3’ UTRs and protein coding regions [24], and mosai-
cism in GP63 sequences was subsequently also found in L.
braziliensis genes [26]. The data obtained by us corrobor-
ate with other studies investigating GP63 recombination
that found it to target mainly the N-terminal and C-
terminal regions of the gene [37, 38]. The impact of the
GP63 sequence variability in its structure has been in-
vestigated in a wider scale, comparing Trypanosoma
and Leishmania sequences, and found to be associated
with variability in its zinc binding site and presumably

Page 14 of 17

activity [42]. In a recent study targeting L. braziliensis
GP63 sequences, structural differences have also been
found to be associated with sequence variability, implying
functional differences, such as during substrate binding,
which may affect the interaction with the host [47]. Alter-
natively, the variability in protein structure could mainly
affect recognition by the host immune system and pro-
mote infection mainly because the host would need to
produce different antibodies to neutralize a single group
of proteins. Our results, showing variability concentrated
on antigenic regions on the protein’s surface, is in agree-
ment with previously reported data based on L. major and
L. infantum sequence analysis where regions of GP63
sequence variation were mapped to the surface of the pro-
tein and were associated with immunodominant epitopes
[37]. However, more studies are needed to better under-
stand the recognition of different GP63 paralogs by the
host immune system.

Overall the data presented here highlights novel and
relevant aspects related to the expansion of GP63 genes in
L. braziliensis and related Viannia species and raises spe-
cific issues regarding the role of GP63 in the parasite
pathogenesis during the infection in mammals. It is pos-
sible that species belonging to the subgenus Viannia may
have added a new level of complexity to GP63 function
and this may somehow be related to the capacity of some
species to cause the more aggressive mucocutaneous form
of the disease. The new questions raised here then, when
solved, shall provide novel and relevant knowledge regard-
ing the very unique mechanisms of pathogenesis associ-
ated with these parasites.

Conclusions

Our results suggest a greater role for the sequence variation
found among the chromosome 10 GP63 genes for the
pathogenesis of L. braziliensis and closely related species
within the mammalian host. The variation in sequence and
the expansion in number of these GP63 genes have
occurred independently in different Leishmania lineages, is
associated with intragenic recombination events and has a
likely role against the host immune response. They also
indicate different functions associated to genes mapped to
different chromosomes and, for the chromosome 10 genes
at least, variable subcellular localizations likely associated
with multiple functions and target substrates for this
versatile protease.

Methods

Parasites and culture conditions

In this study, we used Leishmania (Viannia) braziliensis
(MHOM/BR/75/M2904) in its promastigote form. This
is a reference strain from the Evandro Chagas Institute,
Belém, Brazil. The cells were cultured at 26°C in
Schneider (Sigma) pH 7.2 supplemented with 20% fetal
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bovine serum (FBS), antibiotics (Streptomycin / Penicillin
0.1%) and 0.1% Hemin.

PCR, cloning and sequencing

Approximately, 10°L. braziliensis promastigotes were
used for total genomic DNA extraction using DNAzol
(Invitrogen) and standard procedures. PCR reactions for
the amplification of the GP63 sequences were performed
using Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (New Eng-
land Biolabs), following the manufacturer’s protocol and
with the oligonucleotides used as primers listed in the
Additional file 5: Table S5. After amplification, cloning and
sequencing of the PCR products, a nomenclature was cre-
ated for the newly generated sequences in order to identify
from which set of primers they were derived, whether from
those encoding the KDELMAP or GPI regions, and defin-
ing which annotated GP63 gene it most closely resembles.
The newly generated sequences derived from the PCR am-
plifications were deposited on the GenBank and all acces-
sion numbers are listed in Additional file 3: Table S3.

Search for new GP63 paralogs through hidden Markov
models

First, the predicted proteomes of the following organisms
were downloaded from TritrypDB in August 25, 2014: L.
braziliensis strain 2903 [taxid: 1295825], L. braziliensis
strain 2904 [taxid: 420245], L. infantum [taxid: 435258], L.
major [taxid: 347515], L. donovani [taxid: 981087], L.
mexicana [taxid: 929439] and L. tarentolae [taxid: 5689].
GP63 genes were then identified within the downloaded
proteomes, considering only genes annotated as GP63,
encoding proteins longer than 30 amino acids and with no
more than one stop codon per sequence. All of the protein
sequences derived from genes that met these inclusion cri-
teria were submitted to the analysis of the OrthoMCL
program [48], and grouped according to homology using
the Markov Cluster algorithm [49]. Protein sequences
from each group were aligned using the MAFFT software
(default settings) [50] and the multiple alignments used as
input for the hmmbuild, version 3.0, a tool from the
HMMER package [51] to build Hidden Markov Models
(HMMs). The models were then used with the hmmsearch
tool to search for new paralogs within the L. braziliensis
strain 2904 proteome. A cutoff of 0.001 for hit significance
(e-value < = 0.001) was applied.

GP63 phylogenetic analysis and detection of
recombination events

A phylogenetic tree was built with GP63 protein sequences
from genes encoded within chromosomes 10, 28 and 31
from diverse Leishmania species and more distantly related
organisms. These include the Phytomonas sp. isolate
Hart11 [taxid: 134014], Crithidia fasciculata [taxid: 5656],
Leptomonas pyrrhocoris [taxid: 157538], Trypanossoma
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cruzi [taxid: 353153, Trypanossoma brucei [taxid: 185431],
Trypanossoma theileri [taxid: 67003] and Bodo saltans
[taxid: 75058]. Another tree was made with selected GP63
sequences used in the previous analyses plus the ones
obtained by PCR from L. braziliensis as well as GP63
sequences from Leishmania guyanensis [taxid: 5670]. For
all trees, the selected sequences were aligned by MAFFT
(default settings) and the alignments automatically edited
by Trimal [52] to keep just phylogenetically informative
sites. ProtTest [53] was then used to predict the best evolu-
tionary model which was subsequently used as a setting to
build phylogenetic trees with PhyML, applying the Max-
imum Likelihood (ML) method [54], and MrBayes, apply-
ing the Bayesian method [55, 56]. The branch support for
the ML tree was given by non-parametric bootstrap ana-
lysis using 1000 replicates. The Bayesian inferred trees were
determined by 5,000,000 chains to check for convergence
and a 100% burn-in was discarded. The aligned nucleotide
sequences from L. braziliensis, obtained from the Tri-
TrypDB database and through PCR, were analyzed for
recombination using the RDP4 program [57].

Modelling of GP63 homologs and searches for non-
conserved regions

Eight of the most variable paralogs from different L.
braziliensis C-terminal groups were chosen for the
three-dimensional modelling. The modelling was per-
formed for the amino acid sequences previously obtained
from TriTrypDB and applying the SWISS MODEL plat-
form [58]. When the models were completed, their qual-
ities were assessed through Procheck [59]. Specific regions
of the protein models were then evaluated using the initial
alignment information, highlighting the non-conserved re-
gions which were characterized by amino acid exchanges.

B-cell epitope prediction
Linear B-cell epitope predictions were performed for the
protein sequences used in the 3D modeling step. The pre-
dictions were carried out using the following programs:
AAP12 [60], BCPred12 [61] and BepiPred [62]. Only epi-
topes predicted by at least two programs, with lengths
equal to or greater than 10 amino acids and with scores
greater than 0.8 were considered as positive predictions
on AAP12 and BCpred12. Epitopes with scores over 0.5
obtained by BepiPred were also included in the analysis.
In addition to the linear prediction, a conformational
prediction of epitopes was also performed to evaluate if
the protein structures were also able to generate inter-
action with the immune system. The conformational epi-
topes were predicted by the CBTOPE web server [63],
where only epitopes that with more than 10 amino acids
and a score above 4 were considered for this study. After
the prediction, an assessment was performed to map the
localization of all the epitopes on the modeled proteins.
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Additional file 1: Table S1. Subsets of GP63 sequences used to build the
Hidden Markov Models (HMMs) (DOCX 13 kb)

Additional file 2: Table S2. GP63 genes identified by HMM from the L.
braziliensis M2904 proteome. Table showing the number of GP63 genes
identified by each HMM after the search for new paralogs within the L.
braziliensis M2904 genome sequences. (DOCX 11 kb)

Additional file 3: Table S3. Set of oligonucleotides, GP63 sequences
obtained by PCR and their respective GenBank accession number.
(DOCX 15 kb)

Additional file 4: Table S4. Table showing the recombination events
found for the L. braziliensis GP63 genes, followed by the programs that
detected it and their p-value. Detailed description of the recombination
events throughout the L. braziliensis GP63 genes. (XLSX 16 kb)
Additional file 5: Table S5. Oligonucleotides used for the PCR reactions.
A list of the oligonucleotides used for the PCR reactions in this
study. (DOCX 13 kb)
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