
  

FUNDAÇÃO OSWALDO CRUZ 

INSTITUTO AGGEU MAGALHÃES 

MESTRADO ACADÊMICO EM BIOCIÊNCIAS E BIOTECNOLOGIA EM SAÚDE 

 

  

 

 

 

 

ADRIANA NEUMAN ALBUQUERQUE LINS MOURA DE BRITO 

 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO COMPARATIVA DO PERFIL DE EXPRESSÃO DE GENES 

PARÁLOGOS CODIFICANTES DA PROTEÍNA DE VIRULÊNCIA GP63 DE 

Leishmania braziliensis 

 

 

 

 

 

 

 

  

RECIFE 

2019  



  

ADRIANA NEUMAN ALBUQUERQUE LINS MOURA DE BRITO 

 

 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO COMPARATIVA DO PERFIL DE EXPRESSÃO DE GENES 

PARÁLOGOS CODIFICANTES DA PROTEÍNA DE VIRULÊNCIA GP63 DE 

Leishmania braziliensis 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Curso de 
Mestrado em Biociências e Biotecnologia 
em Saúde do Instituto de Pesquisas Aggeu 
Magalhães, Fundação Oswaldo Cruz, 
como requisito para obtenção do título de 
Mestre em ciências. 
 

 

 

 

Orientador: Dr. Osvaldo Pompílio de Melo Neto 

Coorientador: Dr. Artur Leonel de Castro Neto 

 

 

 

 

 

 

 

 

RECIFE 

2019 



                                                     Catalogação na fonte
Elaine Barroso

CRB 1728

Brito, Adriana Neuman Albuquerque Lins Moura de  
    Avaliação da variabilidade gênica de múltiplos parálogos da proteína de 
virulência GP63 de Leishmania braziliensis/ Adriana Neuman Albuquerque 
Lins Moura de Brito- Recife: O Autor, 2016.
       
      59 folhas : il., fig., tab.

         Orientador: Osvaldo Pompílio de Melo Neto
         Coorientador: Artur Leonel de Castro

Monografia (graduação) – Universidade Federal de 
Pernambuco. Centro de Biociências. Biomedicina, 2016.
Inclui referências 

1. Leishmaniose 2. Análise cladística 3. Genes I. Melo Neto, 
Osvaldo Pompílio de (orientador) II. Castro Neto, Artur Leonel 
de (coorientador) III. Título  

616.9364                    CDD (22.ed.)                UFPE/CCB-2017-032                                                
                              



  

ADRIANA NEUMAN ALBUQUERQUE LINS MOURA DE BRITO 

 

 

AVALIAÇÃO COMPARATIVA DO PERFIL DE EXPRESSÃO DE GENES 

PARÁLOGOS CODIFICANTES DA PROTEÍNA DE VIRULÊNCIA GP63 DE 

Leishmania braziliensis 

 

Dissertação apresentada ao Curso de 
Mestrado em Biociências e Biotecnologia 
em Saúde do Instituto de Pesquisas Aggeu 
Magalhães, Fundação Oswaldo Cruz, 
como requisito para obtenção do título de 
Mestre em ciências. 
 
 
 

 

Aprovada em: ___/___/_____ 

 

BANCA EXAMINADORA 

 

__________________________________________ 

Dr. Osvaldo Pompílio de Melo Neto 

Instituto Aggeu Magalhães (IAM/FIOCRUZ-PE) 

 

__________________________________________ 

Dra. Tatiany Patrícia Romão Pompílio de Melo 

Instituto Aggeu Magalhães (IAM/FIOCRUZ-PE) 

 

__________________________________________ 

Dr. Will de Barros Pita 

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) 

 
 
  



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ao meu padrasto (in memoriam) 

Dedico 

 

 



  

AGRADECIMENTOS 

 

Ao meu orientador, Osvaldo Pompílio de Meto Neto, por toda paciência e 

ensinamentos passados ao longo desses anos na Microbiologia.  

 

Ao meu coorientador, Artur Leonel de Castro Neto, por estar presente em cada etapa 

da construção desse projeto, por acreditar em mim, e por dividir tanta coisa comigo 

diariamente (mesmo distante). Obrigada também pela parceria (não só acadêmica) e 

amizade ao longo desses anos.  

 

Ao grupo GP63, Artur Leonel (novamente) e Allana Dutra, por trabalharem lado a lado 

comigo! Se tem uma coisa que eu sinto orgulho na vida, é do nosso grupo de pesquisa 

GP63. Obrigada pela nossa união e jamais vou esquecer o quanto avançamos e 

crescemos no estudo dessa molécula. E ainda vamos continuar crescendo.  

 

Aos pesquisadores, Antônio Rezende, pelo suporte na parte do RNASeq e Danielle 

Moura, por responder a todas as minhas dúvidas praticamente diárias, com muita 

paciência.  

 

A minha mãe, Maria das Graças, por cuidar de mim e me apoiar em seja qual for a 

decisão que eu tomar na vida. Eu te amo muito! 

  

Ao meu pai, Adriano Brito, por todo o suporte e por sentir tanto orgulho de mim. E a 

minha madrasta, que me deu meu segundo maior presente, Giovanninha!  

 

Ao meu padrasto, que cuidou de mim por muitos anos, por ser meu segundo e eterno 

pai, e por saber que onde você estiver estará olhando e cuidando de nós, suas 

mulheres.  

 

À minha irmã, Ana Júlia, por todo companheirismo, por ser meu lado bom, e 

principalmente por me aguentar diariamente. Uma tarefa árdua.  

 

Ao meu tio, Everton Lins, sua esposa Renata, e Bianquinha, por terem sido meu chão 

em diversos momentos, e por serem a minha parte preferida da família. 



  

As minhas biomédivas (que são minha segunda família): minha irmã de alma (Natália 

Kryzia), Larissa Krokovsky, Thaysa Aragão e Jade Ribeiro. À Leandro Andrade, à 

Camilla Padilha, à Virgínia Patricia, à Fábio Durval. 

 

 As amizades que a Microbiologia e o mestrado me deram. Sou eternamente grata a 

vocês. Vocês me entendem e me apoiam, me dão conselhos, acompanham os meus 

dramas, sofrem e se alegram comigo a cada conquista! Cada um de vocês tem a sua 

importância na minha vida. Thaíse Yasmine, Mayara Barbalho, Adriana Roberto, 

Wagner Tenório, Camila Cavalcanti, Ísis Cirino, Maria Ribeiro, Gustavo Lima, 

Irassandra, Ada, Moezio, Sthephanny, Yallen, Ludmila, Renata, Tallyta, Beatriz, 

Izabel, Romário, Lílian, Maressa, Kleisson. Além dos vários não citados, por me 

proporcionarem muitos momentos de descontração e alegria no ambiente de trabalho. 

 

À todos os funcionários do Departamento de Microbiologia e da FIOCRUZ-PE, em 

especial a Maria Carolina, por sempre estar disposta a nos ajudar. 

 

Ao Biotério da FIOCRUZ-PE, e aos seus funcionários, por serem fundamentais para 

a realização desse projeto.  

 

Aos órgãos de fomento CNPq e FACEPE. 

  



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Eu estou entre aqueles que acreditam que a 

ciência tem uma grande beleza. Um cientista em 

seu laboratório não é apenas um técnico: é 

também uma criança colocada frente a um 

fenômeno natural que a impressiona tanto quanto 

um conto de fadas”. 

 

(Marie Curie)



BRITO, A. N. A. L. M. Avaliação Comparativa do Perfil de Expressão de Genes 
Parálogos Codificantes da Proteína de Virulência GP63 de Leishmania braziliensis, 
Instituto Aggeu Magalhães, Fiocruz Pernambuco. Recife, 2019 

 

  

RESUMO  
 

Ao longo da sua evolução as espécies de Leishmania desenvolveram métodos de 
escape do sistema imune dos hospedeiros. Um dos principais mecanismos de escape 
é mediado pela proteína de virulência GP63, que possui uma diferença significativa 
na quantidade de genes que a codificam, em diferentes espécies de Leishmania. 
Dentre as principais espécies patogênicas, a L. braziliensis possui o maior número de 
genes codificantes (39), quando comparada a L. infantum (7) e L. major (6). Análises 
genômicas indicam que esses genes podem possuir diferentes momentos de 
expressão ao longo do ciclo celular do parasita. Este estudo objetivou avaliar a 
expressão de grupos de proteínas de GP63, nas diferentes fases do ciclo de vida de 
Leishmania sp. Para tal, anticorpos policlonais anti-GP63 produzidos frente a 
peptídeos específicos dessas proteínas foram obtidos, purificados e utilizados em 
ensaios de western blotting (WB) frente a proteínas 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 peptídeos especificos da mesma 
demonstraram, tanto reações cruzadas contra outras GP63 como especificidade para 
determinados genes. Os ensaios utilizando curvas de crescimento de L. braziliensis 
sugeriram a hipótese de que existe uma maior quantidade de genes sendo expressos 
em determinados momentos do ciclo do parasita. Ensaios de RNASeq foram 
realizados e não foi possível identificar um grupo de genes GP63 sendo claramente 
expressos, apesar de existir uma maior quantidade de transcritos na fase estacionária 
do parasita. Os resultados observados fornecem uma visão geral no padrão do 
reconhecimento de anticorpos anti-GP63 específicos e no perfil de expressão dos 
genes de GP63 na fase promastigota de L. braziliensis, evidenciando a plasticidade 
desse parasita, responsável pela maioria dos casos de LC no Brasil.  
 

Palavras-chave: Metalloendopeptidases, glicoproteína 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 INTRODUÇÃO 

 

As leishmanioses são infecções parasitárias causadas por protozoários 

flagelados da família Trypanosomatidae e do gênero Leishmania. A infecção 

provocada por estes patógenos pode levar ao desenvolvimento de diferentes 

manifestações clínicas, dependendo de complexas interações entre o parasita e o 

sistema imune do hospedeiro mamífero. As formas clínicas clássicas são divididas em 

três categorias principais: cutânea, mucocutânea e visceral. Dentre essas formas, a 

cutânea é a de maior incidência no Brasil e no mundo, causadas em boa parte por 

espécies do subgênero Viannia e geralmente caracterizada por úlceras na pele ou 

granulomas cutâneo. 

Ao longo da sua evolução, as espécies de Leishmania desenvolveram métodos 

de escape ao sistema imune dos hospedeiros. Esse escape é mediado principalmente 

por proteínas e macromoléculas de virulência, que tem como principais 

representantes: lipofosfoglicanos (LPG), cisteína proteinases e a glicoproteína 63 

(GP63). Entre suas variadas funções, durante o curso da infecção no hospedeiro 

vertebrado, elas agirem primariamente na instalação e manutenção do parasita, 

através de ações que contribuirão para a evasão do sistema imune inato. 

Dos fatores de virulência citados, a proteína de superfície GP63 é considerada 

a principal representante. No hospedeiro mamífero, esta proteína age na inativação 

da cascata do sistema complemento e na clivagem de proteínas da matriz extracelular 

do hospedeiro, facilitando assim a sobrevivência do parasita. Uma outra função da 

GP63 é a capacidade de inibir a destruição da forma amastigota do protozoário pelo 

macrófago, através da ativação de proteínas tirosina fosfatase (PTPs), levando a 

inibição de cascatas bioquímicas que são responsáveis pela síntese de produtos que 

destroem a Leishmania intracelular.  

Em relação a organização dos genes codificantes de GP63, foi observada a 

existência de múltiplos genes parálogos organizados em tandem, com uma diferença 

significativa em relação a quantidade de genes que codificam essa proteína entre as 

espécies de Leishmania. A L. braziliensis é a espécie que possui um maior número 

de cópias (39 cópias), quando comparada com outras espécies patogênicas, como L. 

infantum (15 cópias) e L. major (6 cópias).  

Além do seu elevado número de cópias, resultados anteriores demonstraram 

que os genes de GP63 de espécies Leishmania podem ser classificados em três 
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grupos, baseado nas suas localizações cromossomais (cromossomos 10, 28 e 31). 

Os genes dos cromossomos 28 e 31 demonstraram uma maior relação com genes de 

GP63 encontrados em tripanossomatídeos que infectam só insetos ou plantas, 

sugerindo principalmente ações de adesão e nutrição. Já os genes no cromossomo 

10 expandiram independentemente entre diferentes espécies e parecem estar mais 

associados a infecções nos hospedeiros vertebrados. Esses genes no cromossomo 

10 parecem apresentar diferentes momentos de expressão durante o ciclo de vida do 

parasita e diferentes localizações subcelulares. Além disso apresentam uma 

variabilidade significativa nas suas sequências, principalmente em L. braziliensis, 

concentrada principalmente em trechos codificantes da proteína que estão expostos 

ao sistema imune, sugerindo um mecanismo de proteção do parasita contra o 

hospedeiro. Portanto, este projeto buscou avaliar a influência dessa variação de 

sequência na expressão diferenciada de parálogos codificantes de GP63, além de 

estabelecer uma relação entre essa expressão e a fase do ciclo de vida da L. 

braziliensis. 

  



17 

  

2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

As leishmanioses são doenças causadas por protozoários intracelulares e 

caracterizadas por sua diversidade e complexidade (ORYAN; AKBARI, 2016). Estas 

doenças são conhecidas há centenas de anos, com uma das suas primeiras 

descrições clínicas feita em 1756 por Alexander Russell, sendo chamadas de “Febre 

Aleppo”. Vários 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 

Organização Mundial da Saúde (OMS), as leishmanioses estão entre as sete doenças 

tropicais mais importantes, representando um grave problema de saúde pública em 

áreas endêmicas, possuindo um amplo espectro de manifestações clínicas e 

potencialmente fatais (TORRES-GUERRERO et al., 2017). 

Atualmente, existem 18 espécies do gênero Leishmania responsáveis pelo 

desenvolvimento das leishmanioses em seres humanos (STEVERDING, 2017). Esses 

protozoários são difundidos pela picada do “mosquito-palha”, onde fêmeas de 

flebotomíneos infectadas são as responsáveis pela transmissão, porém, já foram 

relatados casos de infecções congênitas e transmissão sanguínea (CLEM, 2010). Do 

ponto de vista dos seus hospedeiros, existem dois ciclos principais de leishmanioses: 

o ciclo zoonótico, que ocorre quando animais domésticos ou selvagens atuam como 

reservatórios e o homem acaba sendo um hospedeiro acidental; e o ciclo 

antroponótico, quando o homem é o único ou principal reservatório e atua como fonte 

de infecção para o vetor (GRAMICCIA, 2011; ROTUREAU, 2006). 

As formas clínicas das leishmanioses dependem da interação complexa entre a 

resposta imune do hospedeiro e as espécies específicas de protozoários e vetores 

(KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015). Desta forma são classificadas em três 

principais categorias: Leishmaniose Cutânea (LC), Leishmaniose Mucocutânea (LM) 

e Leishmanioses Visceral (LV) (LM) (CECÍLIO et al., 2014).  

 

2.1 Agente etiológico 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 família 

Trypanosomatidae (ordem Kinetoplastida), e as espécies patogênicas para o homem 
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são classificadas em dois subgêneros, Leishmania e Viannia. Estes se diferenciam 

pela posição na qual os parasitas das espécies associadas se desenvolvem no 

intestino do inseto vetor e pela localização geográfica em que evoluíram. O subgênero 

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. Já o subgênero Viannia se desenvolveu exclusivamente 

no Novo Mundo, e suas principais espécies de interesse médico são: L. braziliensis, 

L. peruviana, L. panamensis e L. guyanensis (BATES, 2007). 

Os protozoários do gênero Leishmania possuem um único flagelo e são 

caracterizados por possuir um cinetoplasto, uma estrutura que consiste em DNA 

mitocondrial. Estes protozoários tem um ciclo de vida heteróxeno e exibem duas 

formas morfológicas 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 µm e 

são encontrados em macrófagos do hospedeiro mamífero; e a forma promastigota, 

organismos móveis, alongados, medindo aproximadamente 10 a 15 µm de 

comprimento, com um único flagelo anterior e encontrados no intestino dos vetores 

(NEVES, 2002; ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017; DAWIT, 2013). 

 

Figura 1 - Formas evolutivas de Leishmania sp.   

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 protozoários, a fêmea de Phlebotomus ao picar o animal 

infectado, absorve as formas amastigotas presentes na corrente sanguínea do 

reservatório. No intestino do inseto, o parasita inicia um processo de transformação e 

as amastigotas mudam para o estágio de promastigotas procíclicas, que se 

multiplicam e penetram no intestino médio para migrar para a glândula salivar e 

probóscide, se transformando em promastigotas metacíclicas, as quais tem 

capacidade infecciosa. Ao picar um animal saudável, o vetor inocula o parasita, 

regurgitando tais promastigotas. No local da picada os promastigotas são fagocitados 

por macrófagos, onde eles retornam a forma amastigota (Figura 2). Os macrófagos 

infectados se espalham no local da picada (no caso de LC) ou migram para diferentes 

tecidos e órgãos internos (no caso da LV), como o baço, fígado e medula óssea 

(BESSAT; SHANAT, 2015; TORRES-GUERRERO et al., 2017).  

 

Figura 2 - Ciclo de vida dos parasitas causadores das Leishmanioses 

 

 

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

 

2.3 Vetor de Transmissão das Leishmanioses 

 

Aproximadamente 93 espécies de fêmeas do inseto díptero popularmente 

conhecido como “mosquito-palha”, pertencentes ao gênero Phlebotomus no Velho 
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Mundo e Lutzomya nos trópicos do Novo Mundo, são os vetores responsáveis por 

transmitir as leishmanioses. O gênero Lutzomya inclui 90% das espécies patogênicas, 

a maioria das quais infecta humanos. Espécies desse gênero absorvem açucares que 

podem desenvolver um papel importante no desenvolvimento das espécies de 

Leishmania (PACE, 2014; TORRES-GUERRERO et al., 2017). Os adultos são 

pequenos e raramente ultrapassam 3,5 mm de comprimento corporal, variando de 

quase branco a quase preto e sendo cobertos por pelos densos, mantendo suas asas 

sobre suas costas em formato característico de “V” quando em repouso. Tanto os 

machos quanto as fêmeas alimentam-se de secreções açucaradas de plantas, porém 

as fêmeas precisam se alimentar de sangue para completar o desenvolvimento dos 

ovos. São mais ativos durante a noite e, ao contrário dos mosquitos, seu ataque ao 

hospedeiro é silencioso (MAROLI et al., 2012).  

Os vetores das leishmanioses são amplamente espalhados pelas regiões 

tropicais, subtropicais e temperadas, incluindo desertos, florestas tropicais, savanas e 

planaltos. Eles estão presentes principalmente nas zonas quentes da Ásia, África, 

Austrália, sul da Europa e Américas, estando ausentes na Nova Zelândia e ilhas do 

Pacífico (MAROLI et al., 2012; NADLER; ENK; LEON, 2014). A distribuição geográfica 

das leishmanioses depende diretamente da ação dos seus vetores, sua ecologia e 

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

 

2.4 Epidemiologia das leishmanioses 

 

Em escala global, aproximadamente 350 milhões de pessoas vivem em áreas 

endêmicas das leishmanioses, com 14 milhões de pessoas sendo diretamente 

afetadas. A incidência global destas é de aproximadamente dois milhões de novos 

casos por ano, dentre esses 1,5 milhões é de LC e 500.000 de LV (COSTA-SILVA et 

al., 2014; SAVOIA, 2015). No Hemisfério Oriental as leishmanioses são endêmicas na 

Ásia, África e sul da Europa (chamadas “leishmanioses de Velho Mundo”). Também 

são endêmicas no Hemisfério Ocidental, onde sua distribuição se estende desde o 

centro-sul do Texas até a América Central e do Sul, com exceção do Chile e Uruguai 

(“leishmanioses de Novo Mundo”). A doença não é encontrada na Antártida ou nas 

Ilhas do Pacífico e a Austrália aparentemente estava livre de Leishmania spp., porém 

infecções 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 endêmica em 98 países, sendo que entre 20.000 a 400.000 mortes 

humanas são atribuídas a essa doença anualmente em todo o mundo e o risco de 

ressurgimento ou disseminação em novas áreas é provável de aumentar devido às 

mudanças climáticas. Mais de 67% dos casos da doença são encontrados no 

subcontinente indiano, afetando em grande parte os mais pobres da população 

(ABDULLAH et al., 2017).  

Epidemias recorrentes de LV na África Oriental (Etiópia, Quênia, Sudão do Sul 

e Sudão) causam morbidade e mortalidade nas áreas afetadas (ORGANIZAÇÃO 

MUNDIAL DA SAÚDE, 2018). A distribuição geográfica de cada espécie de 

Leishmania influencia no tipo e na gravidade da doença que ocorre em cada região. 

A LV é causada por L. donovani no Sul da África e Ásia, enquanto L. infantum causa 

LV no Mediterrâneo, Oriente Médio, América Latina e partes da Ásia (DUTHIE et al., 

2012).  

Ambientes de baixo nível socioeconômico, predominantemente rurais e na 

periferia de grandes centros urbanos, são propícios a ocorrência de LV no território 

brasileiro, porém essa doença está se urbanizando, com a ocorrência de casos nos 

estados das regiões Sudeste e Centro Oeste. A predominância de LV ainda está na 

região Nordeste, com 77% dos casos ocorrendo nesta região e a doença é mais 

frequente em crianças menores de 10 anos (54,4%), sendo o sexo masculino o mais 

afetado (60%) (BRASIL, 2014).  

 

2.4.2 Epidemiologia da Leishmaniose Cutânea 

 

A LC é uma doença endêmica em mais de 70 países, porém 90% dos casos 

ocorrem no: Afeganistão, Argélia, Brasil, Paquistão, Peru, Arábia Saudita, América do 

Sul, Árabia e Síria (REITHINGER et al., 2007). A LC é endêmica na Síria há mais de 

dois séculos e a recente crise dos refugiados sírios ocasionou um surto catastrófico 

no “Velho Mundo”, afetando agora as centenas de milhares de pessoas que vivem em 

campos refugiados ou que estão retidas em zonas de conflito (DU et al., 2016). Nas 

Américas, uma média de 60.000 casos são diagnosticados por ano, com a Níquaraga 

e a Costa Rica tendo a maior incidência de LC em 2014 (RODRIGUES et al., 2018).  
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 A LC é causada por L. major na África, Oriente Médio e partes da Ásia, por L. 

tropica no Oriente Médio, no Mediterrâneo e partes da Ásia, e por L. aethiopica em 

partes da África. 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 distribuição, com registro de casos em 

todas as regiões brasileiras, afetando ambos os sexos, embora predomine em 

maiores de 10 anos (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2007). Em 2014, o Brasil registrou 

19.402 casos de LC, representando 20% dos casos notificados nas Américas. Já em 

2016, houve uma redução de 34% (6.705) de casos ocorridos no país (RODRIGUES 

et al., 2018). Existem seis espécies responsáveis por causar a LC no Brasil: L. 

amazonensis; L. braziliensis; L. guyanensis; L. lainsoni; L. naiffi; L. shawi. A L. 

braziliensis apresenta ampla distribuição no território nacional e é a principal espécie 

causadora de LC no país (BASANO; CAMARGO, 2004; COSTA-SILVA et al., 2014). 

  

2.5 Manifestações clínicas da Leishmaniose Visceral  

 

Também chamada de “calazar” ou “febre negra” no subcontinente indiano, a LV 

é uma síndrome associada a progressão e a infecção sistêmica de protozoários de 

Leishmania. Sua apresentação pode incluir ou não pápulas cutâneas no local da 

inoculação (GUERIN et al., 2002; GRADONI, 2018). Após um período de incubação 

que geralmente dura entre dois e seis meses, os pacientes com LV apresentam 

sintomas de infecção sistêmica persistente (incluindo febre, fadiga, fraqueza, perda 

de apetite e perda de peso) e sinais de invasão parasitária no sangue e no sistema 

reticulo endotelial, com gânglios linfáticos, baço e fígado alargados. A febre é 

geralmente associada com rigor e calafrios, podendo ser intermitente. A fadiga e a 

fraqueza são agravadas pela anemia, que é causada pelo estado inflamatório 

persistente, hiperesplenismo (aumento da destruição periférica de eritrócitos no baço) 

e, às vezes, por sangramentos (AGUIAR; RODRIGUES, 2017; CHAPPUIS et al., 

2007). 

A LV pode ser dividida em diferentes períodos: Fase Aguda, sendo o período 

inicial da doença e caracterizando-se por febre, com duração inferior a 4 semanas, 

palidez cutâneo-mucosa e hepatoesplenomegalia (Figura 3), e esporadicamente, por 

tosse e diarreia; Período de Estado, onde o indivíduo apresenta febre irregular, 
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geralmente associada a emagrecimento progressivo, palidez e um maior aumento da 

hepatoesplenomegalia; Período Final, caso a doença não seja diagnosticada e 

tratada, quando evolui progressivamente com comprometimento mais intenso do 

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

 

Figura 3 - Hepatoesplenomegalia causada por LV 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

2.6 Manifestações clínicas da Leishmaniose Cutânea  

 

A LC, forma mais comum de leishmaniose, não apresenta risco de vida, mas 

pode levar à morbidade estética substancial, estigmatização social e efeitos 

psicológicos. É caracterizada por uma única pápula na pele na região em que o vetor 

infectado picou o hospedeiro e que se desenvolve após um período de latência 

variável, progredindo ao longo de semanas a meses (BURZA; CROFT; BOELAERT, 

2018; REITHINGER et al., 2007). Durante a evolução da doença, o parasita pode 

atingir a corrente linfática e se difundir para outras partes do corpo, causando várias 

lesões cutâneas ulceradas, forma denominada de leishmaniose cutânea difusa. As 

lesões geralmente se apresentam de forma indolor e costumam-se localizar em áreas 

expostas da pele, com formato arredondado, base eritematosa, infiltrada e de 
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consistência firme, com bordas bem-delimitadas e elevadas, como pode ser 

observado na Figura 4. Caso não tratadas, as lesões tendem à cura espontânea em 

períodos de meses ou anos (BRASIL, 2007). A LC em humanos pode ser causada 

por várias espécies de Leishmania spp., mas a maioria das infecções permanece 

assintomática (GONTIJO, 2003; REITHINGER et al., 2007; GRADONI, 2018).  

Na LC do Velho Mundo, as lesões podem evoluir para placas hiperceratóticas ou 

semelhantes a verrugas. As lesões causadas por L. tropica e L major são auto-

cicatrizadas em um ano, mas tendem a deixar cicatrizes permanentes. Lesões por L. 

aethiopica levam anos para cicatrizar e podem evoluir para leishmaniose 

mucocutânea oronasal grave e formas difusas de leishmaniose cutânea (BURZA; 

CROFT; BOELAERT, 2018). 

Aproximadamente 3% dos pacientes com LC desenvolvem lesões desfigurantes 

que geralmente envolvem a mucosa nasal ou orofaríngea (GIUDICE et al., 2012).  Um 

estudo recente relatou o tropismo na mucosa nasal da infecção por L. (Viannia) 

braziliensis e um fenótipo de casos clínicos associados ao DNA do parasita na 

muscosa nasal, os quais eram pacientes que precisavam de mais ciclos de tratamento 

para alcançar a cura clínica (CANÁRIO et al., 2019) 

 

Figura 4 - Leishmaniose Cutânea  

Fonte: Reithinger et al. (2007); Kevric, Cappel e Keeling (2015). 
Legenda: Em (A) observamos uma lesão causada por L. tropica, em Kabul, Afeganistão, em (B) 
apresenta-se uma lesão primária típica de LC no dedão esquerdo 

 

 

2.7 Manifestações clínicas da Leishmaniose Mucocutânea 

 

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

mucosa facial de espécies de Leishmania do Novo Mundo, pertencentes ao 
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subgênero Viannia. A LM causa lesões desfigurantes e destrutivas, observadas na 

Figura 5, e é potencialmente fatal (HIDE et al., 2007; REITHINGER et al., 2007). As 

lesões por LM localizam-se na mucosa das vias aéreas superiores. Acredita-se que a 

lesão mucosa metastática aconteça por disseminação hematogênica ou linfática. Na 

maioria dos casos a LM resulta de LC não tratada ou com tratamento inadequado 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2007). Esta infecção é mais comumente associada a L. 

braziliensis embora vários outros agentes etiológicos tenham sido evidenciados, tais 

como as L. panamensis, L. guyanensis, L. amazonensis, L. major, L. tropica e L. 

infantum. Nesta forma da doença a identificação da espécie causadora é de grande 

importância para avaliação do risco de progressão de uma LC para uma LM, 

principalmente porque a LM geralmente se instala com maior facilidade quando o 

indivíduo já possui lesões ativas de LC (REITHINGER et al., 2007; GRADONI, 2018).  

 

Figura 5 -  Leismaniose Mucocutânea 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

 

2.8  Resposta imune do hospedeiro e patogenia nas leishmanioses 

 

Na infecção, os promastigotas metacíclicos de Leishmania obtém acesso ao 

hospedeiro, onde eles encontram neutrófilos, macrófagos e monócitos (GOLLOB; 

VIANA; DUTRA, 2014). Uma vez que essas células são especializadas em destruir 

patógenos invasores e iniciar a resposta imune, as espécies de Leishmania tiveram 
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que evoluir uma gama de mecanismos para subverter a função normal dos 

macrófagos, garantindo sua sobrevivência e manutenção da infecção (OLIVIER; 

GREGORY, 2005). 

O estado de saúde da pessoa infectada, incluindo fatores nutricionais e idade, o 

vetor de transmissão; a espécie de Leishmania e a constituição genética do parasita, 

são fatores determinantes na apresentação clínica resultante da infecção (AL-KAMEL, 

2017; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015). A 

interação entre esses elementos modela a resposta imunológica individual e gera o 

quadro clínico. Durante a infecção as formas promastigotas metacíclicas são 

processadas por células dendríticas e apresentadas a células T-naive, que por sua 

vez produzem um padrão de citocinas resultando na produção de diferentes 

populações de células T (KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015). Os dois maiores 

mecanismos responsáveis pelo controle dos parasitas são a produção de EROs 

(espécies reativas de oxigênio), gerados pela explosão respiratória que ocorre na 

fagocitose, e o NO (óxido nítrico), gerado pela ativação de células por INFγ (interferon 

gama). Embora os parasitas de Leishmania sp. sejam sensíveis a EROs, a explosão 

respiratória em macrófagos não-ativados é insuficiente para matar o parasita no 

fagolissomo (SCOTT; NOVAIS, 2016). Este fato pode ser devido a atuação de 

algumas proteínas de virulência do parasita, quando no interior do fagolissomo, que 

inibem a geração de compostos que matariam o parasita (MATHEOUD et al., 2013).  

O espectro imunológico observado em pacientes com leishmaniose varia de 

indivíduos com HT (hipersensibilidade tardia) mediada por células T, com altos níveis 

de INFγ, a indivíduos que não tem uma HT, mas um alto nível de anticorpos. As células 

de Leishmania são mortas por macrófagos ativados por INFγ e não são neutralizadas 

por anticorpos. Indivíduos com uma forte HT, tem poucos parasitas em suas lesões, 

enquanto aqueles com apenas resposta humoral, são incapazes de controlar sua 

carga parasitária (SCOTT; NOVAIS, 2016). Foi visto que pacientes com LV produzem 

uma grande quantidade de anticorpos específicos, porém não protetivos contra certos 

antígenos do parasita. As espécies de Leishmania possuem moléculas que permitem 

estabelecer um parasitismo intracelular bem-sucedido em fagolissosomos ou 

vacúolos parasitóforos de macrófagos e outras células. Essas moléculas interagem 

com o sistema imunitário do hospedeiro favorecendo o parasita, sendo diretamente 

responsáveis pelos sintomas clínicos vistos nas leishmanioses (CHANG; MCGWIRE, 

2002).  
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Em estudos comparando a infecção de L. braziliensis com a de L. amazonensis, 

a primeira demonstrou um eficiente desencadeamento da resposta imune em relação 

a L. amazonensis. A infecção por L. braziliensis leva a ativação de células dendríticas, 

acompanhadas de uma regulação positiva de uma das vias que controlam a atividade 

gênica ligada a resposta imune (JAK-STAT), o que não foi observado em L. 

amazonensis. Além disso, células dendríticas infectadas por L. braziliensis são mais 

eficientes na iniciação de células-T naive, que irão proliferar e produzir INFγ, e 

interleucina 17 (IL-17) (SOONG; MELBY, 2012). 

 

2.9  Fatores de virulência de Leishmania sp.  

 

Os parasitas causadores das leishmanioses desenvolveram diferentes 

estratégias para sobreviver às ações da resposta imune inata durante os primeiros 

momentos de infecção, bloqueando rapidamente a indução e a regulação das 

principais funções da célula hospedeira, tais como: produção de NO, TNFα (fator de 

necrose tumoral alfa), IL-12 (interleucina 12) e EROs (GÓMEZ; OLIVIER, 2016). 

Também atuam influenciando vias de sinalização dos macrófagos, interferindo na 

fosforilação e no estado de ativação de várias quinases das famílias MAPK e JAK. 

Essas quinases atuam sobre alguns fatores de transcrição que são críticos para a 

ativação de vários mediadores anti-microbianos e inflamatórios necessários para 

controlar os agentes infecciosos (OLIVIER et al., 2012).Diferentes fatores de virulência 

estão ligados às estratégias de defesa das espécies de Leishmania contra a resposta 

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

 

 

Quadro 1 -Fatores de virulência de Leishmania sp.  e suas respectivas funções 
(continua)  

Fator de Virulência Funções 

Glicoinositolfosfolipídeos 

(GIPLs) 

Ajudam espécies de Leishmania, incluindo L. major e L. 

braziliensis, a sobreviverem dentro do ambiente hostil dos 

macrófagos, inibindo a óxido nítrico sintetase e a proteína 

quinase C (PROUDFOOT, et al. 1995) 
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Quadro 1 -Fatores de virulência de Leishmania sp.  e suas respectivas funções 
(conclusão)  

Fator de Virulência Funções 

Proteofosfoglicanos 

(PPGs) 

São polipeptídeos altamente glicosilados. Suas funções não 

são totalmente elucidadas, porém como os PPGs de 

membrana revestem a superfície do parasita, acredita-se 

que eles desempenham algum papel na ligação aos 

receptores de macrófagos. Também podem contribuir para 

a manutenção do vacúolo parasitóforo. (PETER et al 1997; 

ILG, 2000) 

Lipofosfoglicano (LPG) É um ligante de macrófagos que está diretamente envolvido 

nos estágios iniciais da infecção. Ensaios realizados em L. 

major demonstraram que na ausência de genes 

codificantes da biossíntese de LPG, os parasitas ficam mais 

susceptíveis a ação do sistema complemento e a oxidantes 

produzidos pelas células infectadas, ficando assim sua 

virulência altamente prejudicada. O LPG de diferentes 

espécies de Leishmania é altamente polimórfico, onde 

partes da molécula podem ser substituídas em algumas 

espécies (SPATH et al 2000; GAUR et. al 2009; 

SVÁROVSKÁ et al 2010) 

Proteína de membrana 

de cinetoplastídeo 11 

É uma proteína hidrofóbica que é associada ao LPG que 

apresenta propriedades imunorreguladoras e é capaz de 

induzir a expressão de IL-10 em células de pacientes com 

LC e LM (JARDIM, 1995) 

Proteases São enzimas que hidrolisam as ligações peptídicas, podendo 

ser classificadas com base em seus domínios catalíticos em: 

serina-, treonina-, aspartil-, metalo- e císteína-proteases 

(SILVA-ALMEIDA et al., 2012). Tais enzimas têm sido 

implicadas em diversas atividades parasitárias, como 

invasão tecidual, sobrevivência em macrófagos e modulação 

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 necessárias para a 

proliferação celular, diferenciação, remodelação extracelular, vascularização e 

migração celular em processos fisiológicos e patológicos. São divididas em dois 

grupos: metaloproteases de matriz (MMP), tais como MMP-9 e MMP-2 produzidas 

principalmente por macrófagos ativados, e as desintegrinas metaloproteases, como a 

GP63, presente na membrana de espécies do gênero Leishmania (MURASE et al., 

2018). 

O zinco é o metal essencial para a atividade catalítica das metaloproteases. Estas 

são produzidas por vários microrganismos patogênicos e têm a sequência de 

consenso HEXXH, na qual dois resíduos de histidina funcionam como ligantes do íon 

zinco. As proteases produzidas por patógenos oportunistas mostram uma ampla 

variedade de ações patológicas, porque elas têm atividade proteolítica em diversos 

tipos de proteínas hospedeiras, tais como componentes da matriz extracelular e 

proteínas plasmáticas (HOOPER, 1994; MIYOSHI; SHINODA, 2000). 

No genoma de L. (Viannia) braziliensis, 52% dos genes de protease correspondem 

a metaloproteases, porém, ainda não está completamente claro como essa 

diversidade favorece a infecção e a sobrevivência desses parasitas (SUTTER et al., 

2017). Dentre as proteases, a que mais merece destaque é a GP63, devido ao seu 

crítico papel na relação parasito-hospedeiro (ISNARD et al., 2012). 

 

2.11  GP63 

 

Entre os conhecidos fatores de virulência envolvidos na interação parasita-

hospedeiro, as proteases GP63 são compartilhadas pelos três tipos de 

tripanossomatídeos mais conhecidos (Leishmania sp.; T. brucei; T. cruzi), embora o 

T. brucei empregue uma glicoproteína variante de superfície (VSG) como seu principal 

fator de virulência e o T. cruzi utilize as mucinas. As proteases GP63 de T. brucei são 

predominantemente expressas na forma sanguínea do parasita, e as evidências 

experimentais implicam que elas podem proteger o parasita da corrente sanguínea 

contra a lise mediada pelo complemento por prejudicar uma função de processamento 

de proteínas. Já em Leishmania sp., a GP63 (também conhecida como 
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leishmanolisina) é considerada um dos principais fatores de virulência  (GÓMEZ; 

OLIVIER, 2016; MA et al., 2011). 

 

2.11.1 Principais funções  

 

Desde 1980, vários papéis relevantes na patogênese da Leishmania são atribuídos 

a GP63 e é sabido que esta proteína desempenha um papel importante durante a 

ligação e invasão ao macrófago.  A opsonização in vivo de promastigotas metacíclicos 

de Leishmania por C3b e C3bi permite a interação com o receptor de complemento 

de macrófagos 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 interação com CR1 é apenas transitória. A 

ligação via CR3 em vez de CR1 é vantajosa para o parasita, uma vez que não irá 

desencadear a explosão 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 

equilíbrio entre fosforilação e desfosforilação de resíduos de serina, treonina e tirosina 

na estrutura e regulação de proteínas quinases e fosfatases, é fundamental para o 

controle de mecanismos intracelulares de células eucarióticas. Formas amastigotas 

de Leishmania, com o auxílio da proteína GP63, são capazes de controlar as vias de 

sinalização e as funções antimicrobianas dos macrófagos hospedeiros, explorando o 

papel das fosfatases como reguladores negativos dessas vias. A GP63 cliva então 

vários alvos dos macrófagos infectados, tais como: o substrato de quinase C rico em 

alanina miristoilada (MARCKS), um substrato crítico para a sinalização dependente 

de proteína quinase C (PKC); moléculas envolvidas na ativação do citoesqueleto de 

actina; a quinase mTOR, que afeta o início da tradução e consequentemente a 

produção de IFN tipo 1; e fatores de transcrição, como os NF-κB e AP – 1. A GP63 

parece então atuar de diferentes formas anulando a capacidade de transcrição dos 

macrófagos (OLIVIER et al., 2012a). Algumas dessas vias podem ser observadas na 

Figura 6. 
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Fonte: Olivier et. al (2012, modificado)  
Legenda: As setas indicam alvos GP63 envolvidos em vias de sinalização; cruzes vermelhas indicam 
alteração na cascata de sinalização e inibição funcional. 

 

Outro papel fundamental da GP63 é a ativação das proteínas tirosina 

fostatases (PTPs) de macrófagos. Essa ativação vai resultar na inibição de diversas 

vias que culminariam na formação de produtos antimicrobianos, tais como NO, 

promovendo a sobrevivência do parasita e manutenção da doença (GÓMEZ; 

OLIVIER, 2016; OLIVIER et al., 2012b). Outras funções da GP63 incluem: (I) 

facilitação da fagocitose da forma promastigota pelos macrófagos, (II) inibição da 

função das células natural-killer, (III) resistência a peptídeos antimicrobianos e (IV) 

promoção da sobrevivência de amastigotas intracelulares (AVILA-LEVY et al., 2014). 

Em L. tarentolae, foi observado ainda que proteínas GP63 são responsáveis por clivar 

proteínas vesiculares (VAMP8) e proteínas de superfície de vesículas (SNARE), 

presentes em fagossomos fagocíticos. O fenômeno de clivagem impede a ligação do 

complexo NADPH oxidase aos fagossomos alterando as propriedades de pH e 

degradação dos fagossomos. Então, a apresentação dos antígenos exógenos de 

Leishmania por moléculas de MHC classe I não ocorre, diminuindo a ativação dos 

Figura 6 -  Vias de sinalização dos macrófagos sendo influenciadas por GP63. 
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linfócitos T, persistindo a infecção e reduzindo significativamente a morte parasitária 

(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 várias condições adversas no hospedeiro vertebrado e mesmo no vetor 

invertebrado. No vetor, essas incluem a ação de enzimas digestivas, o espaço 

endoperitrófico e a ligação a um receptor de microvilosidades. Para contornar essas 

barreiras, os parasitas desenvolveram uma série complexa de glicoconjugados de 

superfície, conhecidos por estarem envolvidos em muitas etapas da interação 

parasita-hospedeiro (SOARES et al., 2017). 

O desenvolvimento destes parasitas nos vetores flebotomíneos começa então com 

a liberação de amastigotas de macrófagos infectados ingeridos durante o repasto 

sanguíneo, que então se transformam em promastigotas procíclicos móveis com 

flagelos curtos. Estas formas crescem dentro dos insetos rodeadas por uma matriz 

peritrófica semi-permeável. Depois que a matriz peritrófica começa a se degradar, 

promastigotas procíclicas se transformam em formas nectomonadas alongadas, 

altamente móveis, cuja função é escapar do espaço endoperitrófico e ancorar-se ao 

epitélio do intestino médio. Essa ligação de promastigotas ao epitélio do intestino 

médio é considerada uma parte essencial do ciclo de vida do vetor de flebotomíneos, 

permitindo que os parasitas persistam além da fase inicial do repasto sanguíneo. Entre 

as moléculas de superfície de Leishmania que fazem parte desta e de outras etapas 

fundamentais para a interação parasito-hospedeiro invertebrado, duas moléculas 

ancoradas a GPI são as mais importantes: as LPG e as GP63 (JECNA et al., 2013; 

SOARES et al., 2017).  

As moléculas de GP63 também desempenham funções de adesão e atividade 

proteolítica no hospedeiro invertebrado, atuando na aquisição de nutrientes, na 

migração através da matriz extracelular do inseto, e na degradação de moléculas de 

defesa do mesmo (AVILA-LEVY et. al., 2014). 
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2.11.3 Organização gênica  

 

Os genes de GP63 são genes organizados em tandem e não estão restritos ao 

gênero Leishmania, uma vez que estudos demonstram a presença de sequências 

codificantes de GP63 conservadas e funcionais em espécies de tripanossomatídeos 

que parasitam insetos, plantas e também em protozoários mais distantes 

evolutivamente como Trichomonas vaginalis (SMITH; PEACOCK; CRUZ, 2007).  

Entre as espécies de Leishmania foi encontrada uma grande variação na 

quantidade de cópias de genes que codificam a GP63, sendo que estes foram 

encontrados em três cromossomos (10, 28 e 31). Um estudo realizado em L. major 

demonstrou que o conjunto de genes que codificam a GP63 possui quatro cópias no 

cromossomo 10, com um único 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 relação a L. 

braziliensis (M2904), os dados mais recentes sugerem a presença de 33 genes de 

GP63 no cromossomo 10, dois no cromossomo 31 e nenhum no cromossomo 28 

(FUENTE et al., 2019).  

Estudos com múltiplos isolados de L. braziliensis e L. peruviana (duas espécies 

do subgênero Viannia) mostraram uma variação extensiva no tamanho dos genes e 

evidência de rearranjos gênicos nesse lócus, sugerindo que o lócus GP63 é suscetível 

a mudanças dinâmicas neste subgênero (PEACOCK et al., 2007; SMITH; PEACOCK; 

CRUZ, 2007).  

Do ponto de vista evolutivo, são observadas diferenças entre os genes de GP63 

do subgênero Viannia e do subgênero Leishmania, em número 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 o motivo da 

expansão desse número de genes especificamente nesse cromossomo ainda não 

está totalmente elucidado, mas pode ser atribuído a falta de dados estruturais para 

esse parasita (SUTTER et al., 2017). As espécies do gênero Leishmania que possuem 

a mais complexa organização nos genes codificantes de GP63 são L. braziliensis e L. 

guyanensis, ambas do subgênero Viannia (HAMERS et al., 1995; VICTOIR; 

DUJARDIN, 2002). 

Buscando entender essa divergência entre a expansão desses genes no 

cromossomo 10, estudos de filogenia utilizando sequências proteicas de 
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tripanossomatídeos mais distantes evolutivamente demonstraram a clara divergência 

de genes de GP63 mapeados no cromossomo 10 de Leishmania, dos genes 

mapeados nos cromossomos 28 e 31. Também observou-se que os genes nos 

cromossomos 28 e 31 de Leishmania provavelmente surgiram antes das espécies 

ancestrais colonizarem vertebrados e podem não estar envolvidos em processos 

patogênicos no hospedeiro mamífero (CASTRO NETO et al, 2019). 

 

2.11.4  Estrutura  

 

A GP63 é uma metaloprotease de zinco ancorada a membrana plasmática por 

meio de uma molécula de glicofosfatidilinositol (GPI). Esta enzima pertence à família 

de peptidases M8, e estima-se que cada célula promastigota tem 5x105 moléculas 

desta proteína. A estrutura tridimensional da GP3 foi resolvida (PDB ID: 1L ML) 

(SCHLAGENHAUF; ETGES; METCALF, 1998) e revelou uma estrutura de três 

domínios (N-terminal, região central e C-terminal), que podem ser observados na 

Figura 7. O domínio N-terminal contém uma região ligante de zinco correspondente 

aos sítios catalíticos das metaloproteases de zinco, com o motivo de sequência 

HEXXHXXGXXH. Diferente de outras proteases desta classe, entretanto, existe um 

inserto de 62 aminoácidos entre a glicina e o terceiro resíduo de histidina (SUTTER et 

al., 2017; YAO; DONELSON; WILSON, 2003).  

As GP63 partilham de alta identidade de sequência entre si, embora já foram 

encontradas tanto formas anfifílicas, como formas hidrofílicas. Elas diferem 

principalmente em suas regiões codificantes C-terminais e nas regiões 3’ não 

traduzida (3’-UTRs) dos seus mRNAs (YAO; DONELSON; WILSON, 2003). 
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Figura 7 - Estrutura tridimensional da proteína GP63 

 

 

 

 

Fonte: Schlagenhauf et. al (1998, adaptado) 
Legenda: Representação da estrutura da molécula de GP63, com o domínio C-terminal mostrado em 
azul, o domímio N-terminal mostrado em vermelho e o domínio central mostrado em verde. Ligações 
dissulfeto estão em amarelo. O átomo de zinco no sítio ativo está representado como uma esfera em 
rosa.  

 

2.11.5  Variações na região C-terminal 

 

A maioria das proteínas GP63 possuem diferenças entre suas regiões C-

terminais. Essas diferenças, tais como deleções e extensões podem alterar a ligação 

proteica, se esta região for um domínio trans-membranar (MAURICIO et al., 2006; 

RAMAMOORTHY et al., 1992; VOTH et al., 1998). A região C-terminal, caso deletada, 

diminui em aproximadamente 50% a atividade catalítica da enzima (MAZUMDER; 

GANGULY; ALI, 2010). 

Utilizando-se de alinhamentos de sequencias proteicas codificadas por genes do 

cromossomo 10, três grupos de proteínas foram identificados no total, para L. major e 

L. infantum, com possíveis diferenças de expressão (KELLY; NELSON; MCMASTER, 

2001), relacionadas a diferenças na sua região C-terminal. Em L. braziliensis esta 

análise revelou seis grupos de genes de GP63 no cromossomo 10 compatíveis com 

alterações funcionais que podem estar ligadas à sua localização na membrana ou 

liberação em meio extracelular (CASTRO NETO et al., 2019). 
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2.11.6  Expressão  

 

A síntese de GP63 é realizada no retículo endoplasmático, onde sua sequência-

sinal N-terminal é clivada e os resíduos de aminoácidos C-terminais são substituídos 

por uma estrutura de membrana de ligação a âncora GPI. O processamento 

proteolítico subsequente envolve a clivagem de um pró-peptídeo para produzir a 

cadeia polipeptídica madura (SCHLAGENHAUF; ETGES; METCALF, 1998). Em 

média, 500.000 cópias de GP63 são expressas por célula, o que representa cerca de 

1% do total de proteínas celulares (NOVOZHILOVA; BOVIN, 2010). Estudos 

demonstraram que a expressão 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 

quantidade de genes de GP63 geram proteínas abundantes que variam entre 

espécies de Leishmania levando a diferentes efeitos biológicos (ISNARD et al., 2012).  

Uma cepa de L. braziliensis virulenta demonstrou um perfil proteolítico complexo 

e distinto de uma cepa de L. braziliensis não-virulenta. Diferenças encontradas na 

produção de proteases estão possivelmente associadas ao mecanismo de infecção e 

virulência de L. braziliensis. A atividade proteolítica em cepas de diferentes padrões 

de virulência pode estar diretamente relacionada com a participação dessas enzimas 

durante a infecção no hospedeiro (LIMA et al., 2009). 

Estudos feitos em L. major, demonstraram que os genes denominados GP63 1-

5 e 7, são estágio-específicos, sendo altamente expressos somente na fase 

promastigota, já o gene 6 é constitutivamente expresso em ambas as fases (Figura 

8), porém em uma quantidade menor, sendo a GP63 uma proteína preferencialmente 

expressa no estágio promastigota  (SCHNEIDER et al., 1992; VOTH et al., 1998). Foi 

visto que moléculas de GP63 são também expressas pela forma amastigota de L. 

major (FROMMEL et al., 1990). 
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Figura 8 - Expressão de genes GP63 em L. major 

  

 

Fonte: À autora 
Legenda: Na imagem podemos observar um segmento de cromossomo, com os genes de GP63 em 
organizados em tandem, onde os genes 1, 5 e 6 são expressos somente na fase promastigota, 
enquanto o gene 6 está sendo expresso constitutivamente (fase promastigota e fase amastigota). 

 

As regiões não traduzidas dos mRNAs e as regiões intergênicas dos genes 

organizados em tandem, na maioria das vezes, regulam a expressão gênica em 

tripanossomatídeos. Visto isso, em L. major foi demonstrado que a expressão 

diferencial de GP63 em amastigotas e promastigotas é regulada por sequências 

únicas preditas nas regiões 3’ não traduzidas dos mRNAs de GP63 (YAO; 

DONELSON; WILSON, 2003).  

Foi demonstrado em L. donovani chagasi que existem três grupos distintos de 

genes de GP63, classificados de acordo com o padrão de expressão dos seus mRNAs 

(mRNAs de fase log, fase estacionária e constitutivos) e contendo regiões 3’ não 

traduzidas únicas específicas em cada fase. Os RNAs de fase log e estácionaria 

possuem regiões codificantes idênticas. Já os RNAs constitutivos, possuem um C-

terminal com uma adição de 41 aminoácidos, que substitui um sítio de ligação a 

âncora GPI por uma sequência que pode ser um domínio transmembrana 

(RAMAMOORTHY et al., 1992). 

 

2.11.7  Classificação dos genes de GP63 em L. braziliensis 

 

Para se entender melhor a real diversidade e função dos inúmeros genes de 

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

realizada uma análise comparativa entre estes genes e aqueles no mesmo 
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cromossomo de L. major e de L. infantum. Nesta análise foram considerados apenas 

três dos grupos de identificados de GP63 de L. braziliensis uma vez que os demais 

apresentavam truncagens na sua extremidade C-terminal. Destes três grupos, com 

extremidades C-terminais nas respectivas proteínas claramente distintas, um destes 

se mostrou relacionado aos genes expressos na fase estacionária em L. infantum 

enquanto um segundo, com grande expansão em números de genes, se mostrou 

relacionado ao gene de L. infantum expresso constitutivamente. O terceiro grupo de 

L. braziliensis, também expandido em número de cópias, não parece ter equivalente 

em L. infantum no que concerne ao sua extremidade C-terminal (CASTRO NETO et 

al., 2019). Esses resultados reforçam a existência de características únicas nos genes 

de L. braziliensis com expansão em número de cópias e levantam alguns pontos 

relevantes para investigação. O primeiro deles seria qual a diferença entre esses três 

grupos de genes no que concerne a sua expressão e localização subcelular, tendo 

visto as diferenças observadas nas extremidades 3’ não traduzidas nos mRNAs e nos 

sinais de localização/secreção nas extremidades C-terminais das proteínas. O 

segundo diz respeito a existência ou não de diferentes padrões de expressão para os 

múltiplos genes classificados dentro de um mesmo grupo no cromossomo 10. Este 

trabalho buscou avançar nessa investigação.  

 

  



39 

  

3 PERGUNTA CONDUTORA 

 

Com base na existência de múltiplos genes parálogos de GP63 localizados no 

mesmo cromosomo e de estrutura similar, existe variação no perfil de expressão das 

diferentes proteínas GP63 parálogas ao longo do ciclo de vida da L. braziliensis?  
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4 HIPÓTESE 

 

Diferentes proteínas GP63 são expressas diferencialmente em fases específicas 

do ciclo de vida de L. braziliensis e essa expressão pode variar de acordo com 

aspectos diferenciados da estrutura dessas proteínas e como reflexo das 

necessidades do parasita para sua sobrevivência.  
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5 OBJETIVO GERAL  

 

Avaliar de forma comparativa o reconhecimento por soro policlonal específico e 

a expressão de diferentes proteínas parálogas GP63 de L. braziliensis, codificadas 

por genes localizados no seu cromossomo 10.  

 

5.1 Objetivos Específicos  

 

a) Avaliar o reconhecimento e especificidade de múltiplos lotes de anticorpos 

gerados contra diferentes parálogos de GP63 de L. braziliensis; 

b) Analisar, de forma comparativa, a expressão de parálogos selecionados ao 

longo de curvas de crescimento da forma promastigota do parasita; 

c) Comparar a expressão de transcritos de GP63 em fase logarítmica e 

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

 

Para a produção de anticorpos foram selecionadas através de alinhamentos e 

analises filogenéticas, proteínas e peptídeos GP63 com sequencias de aminoácidos 

divergentes. Foram utilizadas duas metodologias para a produção de anticorpos para 

as proteínas GP63 em questão. A primeira utilizando proteínas recombinantes e a 

segunda utilizando-se de peptídeos sintéticos conjugados a molécula KLH. Os 

anticorpos foram testados frente a proteínas recombinantes e frente a extratos de L. 

braziliensis em diferentes fases de crescimento da forma promastigota do parasita. 

Para analisar qual das proteínas GP63 estava sendo mais expressa na fase 

promastigota, foram feitas análises de RNASeq (Figura 9). 

 

Figura 9 - Esquema metodológico  

 

Fonte: A autora 

 

6.1 Alinhamento e analise filogenética 

 

As sequências selecionadas disponíveis em bancos de dados, juntamente com 

sequências 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 sítios filogenéticos informativos. Foi-se utilizado para construir a 

árvore filogenética o programa PhyML 3.0 (GUINDON et al., 2010) e usando o método 

de máxima verossimilhança e o MrBayes (HUELSENBECK; RONQUIST, 2001), 

aplicando o método bayesiano. O suporte dos ramos para as árvores foi dado por 

análises de bootstrap usando 1000 replicatas.  
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6.2 Subclonagem de proteínas GP63 recombinantes 

 

Foram feitas subclonagens utilizando construções plasmidiais no vetor pGEMT-

easy contendo os genes de GP63 de interesse já obtidas previamente pelo grupo. 

As construções e o plasmídeo de expressão pET21a(+) (Novagen) foram digeridas 

com enzimas de restrição BamHI/ Xhol, para obtenção 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 purificação GFX (GE Helthcare®) 

conforme recomendação do fabricante.  

A partir do produto da digestão purificado e quantificado no NanoDrop 2000, UV-

Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific), foram realizadas ligações com a enzima 

T4 DNA ligase (NEW ENGLAND Biolabsinc.), a 16ºC por 18 horas. Reações contendo 

apenas o vetor linearizado, ou seja, sem os genes, foram utilizadas como controles 

negativos da ligação. As construções foram transformadas em Escherichia coli cepa 

TOP10 quimiocompetentes, através de choque térmico (30 minutos imersas em gelo 

e 5 minutos em banho-maria à 37ºC) em solução tamponada de cloreto de magnésio. 

Estas células, foram plaqueadas em meio LB (Luria-Bertani) sólido contendo 

ampicilina na concentração de 100 µg/mL, e foram colocadas em estufa bacteriológica 

por 16 horas a 37 ºC. Após análise das placas, colônias de cada gene foram 

escolhidas aleatoriamente, isoladas e inoculadas em tubos contendo 3 mL de meio 

LB líquido com ampicilina (100 µg/mL). Os inóculos foram então colocados sob 

agitação constante (180 rpm) à 37ºC por aproximadamente 16 horas. Após o 

crescimento, foram retiradas alíquotas de 1,5 mL dos inóculos, para obtenção de um 

sedimento através de centrifugação à 12.000 × g por 3 minutos. A partir do sedimento 

foi realizado o a extração de DNA plasmidial por lise alcalina, e a análise dos 

plasmídeos obtidos realizada em gel de agarose a 1%. 

A confirmação das subclonagens foi feita através da análise pela digestão 

(usando as enzimas BamHI e XhoI) e sequenciamento das minipreparações, realizado 

por método de sanger automático, no equipamento ABI Prism 3100 Genetic Analyzer 

(Applied Biosytems) do Núcleo de Plataformas Tecnológicas (NPT) do IAM-FIOCRUZ. 
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6.3 Expressão de proteínas GP63 recombinantes 

 

Para a expressão das proteínas recombinantes o vetor de expressão pET21a(+) 

(Novagen), contendo os fragmentos gênicos de interesse e o vetor vazio (para o 

controle de expressão) foram transformados em cepas de células BL21 star 

(Invitrogen®) e Rosetta (Novagen) de E. coli através de transformação por choque 

térmico. Para a transformação, as bactérias foram incubadas por 30 minutos a 4ºC, 

seguido de choque térmico a 37ºC por 5 minutos, com subsequente semeio das 

células transformadas em placa de Petri contendo meio Agar LB sólido na presença 

de ampicilina (100 μg/μL) e incubadas à 37ºC por 18 horas. As colônias obtidas foram 

inoculadas em 2 mL de meio LB líquido contendo antibiótico, e foram incubadas sob 

agitação constante (180 rpm) à 37ºC por aproximadamente 16 horas. Para indução 

da expressão das proteínas recombinantes, alíquotas de 2 mL das culturas crescidas 

foram inoculadas em 20 mL de meio LB com antibiótico e incubadas à 37ºC sob 

agitação constante (180 rpm) e o crescimento bacteriano foi acompanhado pela 

aferição em espectrofotômetro (comprimento de onda de 600 ηm) até atingir uma 

densidade ótica (D.O.) entre 0,5 nm e 0,8 nm. Em seguida foi adicionado o indutor de 

síntese de proteínas, IPTG (isopropil-β-D-tio-galactosídeo - Sigma-Aldrich®), na 

concentração final de 0,1 mM e a cultura permaneceu sob agitação por 4 horas à 

30ºC. 

A visualização das expressões foram realizadas através de eletroforese em gel 

de SDS-PAGE 15% (15x8cm) (VESTERBERG, 1993). Após a expressão em pequena 

escala, foi feita uma expressão em grande escala, com um inóculo de 20 mL 

crescendo em 500 mL de meio nas mesmas condições descritas anteriormente.  

 

6.4 Purificação das proteínas GP63 recombinantes 

 

As culturas bacterianas foram centrifugadas a ~10000 × g durante 10min e o 

sedimento bacteriano foi ressuspendido em 20 mL de tampão de lise e equilíbrio 

(Fosfato de sódio 100 mM, Tris 10 mM, Uréia 8 M, Imidazol 20 mM – pH 8,0). Em 

seguida a lise das bactérias foi feita por ultra-sonicação (6 pulsos de 30 segundos com 

intervalos de 1 minuto). Para a purificação foi utilizada a resina Ni-NTA-Agarose 

(Qiagen) através de ligação de coordenação do cátion Ni2+ imobilizado das histidinas 

presentes na proteína recombinante. O produto sonicado foi incubado com 400 µL da 
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resina por 1 hora à 4ºC. Após centrifugação à 5000 rpm por 10min o sobrenadante foi 

guardado, e foi adicionado 1 mL de tampão de lise e equilíbrio a resina. A solução foi 

centrifugada à velocidade máxima por 30 segundos. O sobrenadante foi descartado e 

o último processo foi repetido. Em seguida foi colocado 1 mL do tampão de lavagem 

(Fosfato de sódio 100 mM, Tris 10 mM, Uréia 8 M, Imidazol 30 mM – pH 6,0) no tubo 

contendo a resina, o tubo foi agitado no vórtex e incubado sob agitação lenta à 4ºC 

por 5 min, após isso a solução foi centrifugada em velocidade máxima por 30 

segundos. O processo de lavagem foi repetido, e em ambas as vezes o sobrenadante 

foi guardado à -80°C. Foram adicionados 500 µL do tampão de eluição (100 mM 

fosfato de sódio, 10 mM Tris, 8 M de Uréia, 1 M de imidazol – pH 4,5) nas resinas, o 

tubo foi agitado no vórtex e incubado sob agitação lenta à 4ºC por 30 minutos. O 

processo de eluição foi repetido, e em ambas as vezes o sobrenadante foi guardado 

à -80°C.  

 

6.5 Imunização em coelhos 

 

Antes da imunização, foram coletados aproximadamente 1,5 mL de sangue da 

orelha de cada coelho New Zealand, para o controle pré-imune dos experimentos. 

Após a coagulação, este sangue foi centrifugado a 5000 rpm por 10 min para obtenção 

do soro que foi armazenado à -80 ºC. Todas as imunizações foram feitas em duplicata. 

O presente estudo possui aprovação pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) do Instituto Aggeu Magalhães, sob o protocolo nº 93/2015 (ANEXO B). 

 

6.5.1 Imunização com a proteína 10.0540 fusionada a poli-histidina 

 

 Após quantificação da proteína presente no produto sonicado por curva de BSA, 

cerca de 150 g de proteínas fusionadas a sequência de poli-histidinas foram 

submetidas a uma corrida eletroforética em gel SDS-PAGE 10% e após a visualização 

com Comassie Blue, o fragmento de interesse foi excisado. Estes fragmentos foram 

então macerados e foram adicionados 200µL de adjuvante completo de Freund e 300 

µL de PBS (NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1.8 Mm). Esta 

mistura foi inoculada por via subcutânea no dorso de coelhos em múltiplos pontos de 

aplicação. Nas imunizações seguintes, foi utilizado adjuvante incompleto de Freund. 
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O processo foi composto de quatro imunizações, com intervalo de quinze dias entre 

cada uma delas. 

 

6.5.2 Imunização do peptídeo conservado conjugado ao KLH 

 

 Peptídeos sintéticos foram produzidos pela empresa “GenOne – Soluções em 

Biotecnologia”. O peptídeo conservado foi encaminhado a empresa “Célula B – 

Serviço de produção de anticorpos do Centro de Biotecnologia do Estado do Rio 

Grande do Sul” para a conjugação a molécula KLH. Para cada imunização foram 

utilizados 250 µg de peptídeo, 200 µL de adjuvante completo de Freund (para a 

primeira imunização) ou adjuvante incompleto de Freund (para as demais 

imunizações) e 3500 µL de PBS. Esta mistura foi inoculada por via subcutânea no 

dorso de coelhos em múltiplos pontos de aplicação. O processo foi composto de 

quatro imunizações, com intervalo de quinze dias entre cada uma delas. 

 

6.6 Obtenção comercial de anticorpos 

 

Três peptídeos (10.0520, 10.0590, 10.1610) foram encaminhados a empresa 

“Célula B – Serviço de produção de anticorpos do Centro de Biotecnologia do Estado 

do Rio Grande do Sul” para além da conjugação a molécula KLH, a produção de 

anticorpos em coelhos. Os soros recebidos e a amostra pré-imune foram aliquotados 

e armazenado à -80ºC.  

 

6.7 Purificação dos anticorpos por imunoadsorção 

 

Foram utilizadas duas metodologias para a purificação dos anticorpos. Uma 

utilizando os respectivos peptídeos conjugados a molécula BSA e outra utilizando 

proteínas recombinantes. Para a purificação dos anticorpos policlonais anti-peptídeo 

conservado, anti-peptídeo 10.0590 e 10.1610, cerca de 250 μg dos respectivos 

peptídeos conjugados ao BSA, foram fracionados em gel SDS-PAGE 20% e 

transferidos para membrana de transferência de PVDF (Fluoreto de Polivinilideno, 

Immobilon-P, Millipore Corporation) e cada membrana, após transferência, corada 

com Ponceau S 0,2% (Sigma-Aldrich) em solução de ácido tricloroacético (1%). As 

bandas correspondentes aos peptídeos de interesse foram excisadas da membrana, 
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cortadas em pequenos pedaços e transferidas para tubos eppendorf. Os fragmentos 

de membrana foram lavados três vezes com 1 mL de PBS, por 10 minutos cada, e 

bloqueados com solução de leite 5% em PBS-Tween 20 durante 30 minutos a 4ºC. A 

solução bloqueadora foi removida e a membrana lavada rapidamente uma vez com 

PBS. Foi então adicionados 750 μL do soro obtido da imunização e 500 μL de PBS e 

os fragmentos de membrana permaneceram incubando por 24 horas, sob agitação 

constante, a 4ºC. Ao término da incubação, os fragmentos de membrana foram então 

lavados três vezes com 1 mL de PBS-Tween 20 por 10 minutos cada e os anticorpos 

adsorvidos às membranas foram eluídos com 200 μL de solução de glicina ácida 

(glicina-HCl 0,1 M, pH 2,5) por agitação vigorosa durante cinco minutos à temperatura 

ambiente. Posteriormente, a solução de glicina com os anticorpos eluídos foi 

recuperada para um novo tubo eppendorf e o pH da solução equilibrado pela adição 

de 20 μL de Tris-HCl (1M, pH 8,0). Os anticorpos purificados foram estocados a -80ºC. 

Já para a purificação do anticorpo policlonal anti-peptídeo 10.0520 obtido a partir dos 

soros obtidos por imunização em coelhos, cerca de 100 μg de proteína recombinante 

purificada 10.0520 fusionada a GST, foram fracionadas em gel SDS-PAGE 20% e 

transferidas para membrana de transferência de PVDF (Fluoreto de Polivinilideno, 

Immobilon-P, Millipore Corporation) e a membrana, após transferência, corada com 

Ponceau S 0,2% (Sigma-Aldrich) em solução de ácido tricloroacético (1%). As bandas 

correspondentes as proteínas de interesse foram excisadas da membrana, cortadas 

em pequenos pedaços e transferidas para tubos eppendorf. A partir dessa etapa, a 

purificação seguiu com os mesmos passos já citados anteriormente para o outro 

anticorpo.  

 

6.8 Cultivo celular de formas promastigotas e curvas de crescimento  

 

A manutenção das formas promastigotas de Leishmania braziliensis foi feita em 

meio Schneider pH 7,2 suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB). Foram 

realizados inóculos 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 

alíquotas para obtenção de extratos celulares para os ensaios de WB.  
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6.9 Obtenção 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 centrifugação (1000 × g / 5 minutos / 4 °C) e 

o sedimento foi lavado com PBS (NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM, 

KH2PO4 1.8 mM) e em seguida ressuspendido em 100µL de tampão de proteína 

SDS-desnaturante (Laemmli 2X). 

 

6.10 Ensaios de Western blot 

 

Para os ensaios de Western blot, extratos protéicos de E. coli provenientes da 

indução das proteínas 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 

transferência semi-seco.  

Na primeira etapa do Western blot, as membranas foram bloqueadas em solução 

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 

proteínas em estudo, e com os anticorpos purificados a diluições variadas. As 

membranas, após a incubação, foram lavadas, por 10 minutos, três vezes com 

TBS/Tween 20 1%. Em seguida, uma nova incubação de 1 hora foi realizada com o 

segundo anticorpo (anti-IgG de coelho, Jackson Immunoresearch Laboratories), 

marcado com peroxidase, numa diluição de 1:10.000. Decorrido esse tempo, as 

membranas foram novamente lavadas três vezes com TBS/Tween 20 1% por 10 

minutos. Após as lavagens, as membranas foram banhadas em luminol 1,2 nM 

(Sigma-Aldrich), iodofenol 0,4 mM (Sigma-Aldrich) e peróxido de hidrogênio 0,03% 

(Vetec) por 2 minutos para realização da reação de quimioluminescência. Em seguida, 

foram expostas a um filme de quimioluminescência durante 5 minutos. O filme foi 

revelado com solução Dektol (Kodak) por 3 minutos e fixado em solução de ácido 

acético por 1 minuto.  
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6.11 Extração de RNA total para análise de RNASeq 

 

O RNA de parasitas na fase Logarítmica e Estácionária foi extraído utilizando 

o RNeasy Mini Kit (Qiagen) de acordo com as instruções do fabricante e as amostras 

resultantes foram armazenadas a -80 oC. O processo foi executado em triplicata para 

todas as amostras. 

 

6.12 Avaliação quantitativa do RNA e preparação da biblioteca de cDNA 

 

Para avaliação quantitativa do RNA extraído foi realizada a quantificação de 

todas as amostras em aparelho fluorímetro 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 

(illumina Inc.) utilizando rigorosamente as instruções do fabricante. Resumidamente 

esse processo consiste na purificação do mRNA através cauda poliA, utilizando-se 

beads magnéticas ligadas a oligos poli-T, seguida da fragmentação dos mRNAs 

purificados. Posteriormente foi feita a síntese do cDNA utilizando hexâmetros 

randômicos e a enzima Superscript II (Invitrogen). O material gerado a partir dessa 

reação foi purificado utilizando-se esferas magnéticas AMpure XP beads (Beckman 

Coulter). Por fim para obtenção da biblioteca foram então ligados os adaptadores em 

ambas extremidades do cDNA e executada uma PCR para um enriquecimento 

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 sequências obtidas na análise de RNASeq 

 

As leituras obtidas tiveram sua qualidade checada pela ferramenta FastQC 

versão 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 construção ou 

sequenciamento, trazendo diagnóstico sobre a qualidade das bases, quantidade de 
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bases não identificadas, comprimento médio das sequências, identificação de 

sequências duplicadas ou superexpressas, além de outros parâmetros.  

 

6.14 Trimagem e mapeamento das leituras obtidas na análise de RNASeq 

 

Após a verificação da qualidade das leituras, foi realizada a trimagem para 

remoção das sequencias de adaptadores também eliminação das sequencias ruins 

identificadas. Para isso foi utilizado o programa Trimmomatic versão 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 sequências foi utilizado o programa Bowtie 2 versão 

1.2.1 (LANGMEAD; SALZBERG, 2012), utilizando como referência o genoma 

disponível na plataforma TriTrypDB Leishmania braziliensis M2904 

(MHOM/BR/75M2904) e também utilizando sequências de PCR obtidas por estudos 

anteriores do grupo. Para essa etapa foram utilizados os parâmetros padrões do 

software. Por fim a contagem das leituras mapeadas foram obtidas utilizando o pacote 

HTSeq Python versão 0.6.1p2 (http://www-

huber.embl.de/users/anders/HTSeq/doc/index.html) utilizando a opção stranded = yes 

(indicando que as leituras foram consideradas dependentes do fato de serem 

mapeadas pela fita oposta) os outros parâmetros utilizados seguiram o padrão 

estabelecido pelo software. Os dados foram analisados na plataforma RStudio, onde 

foram construídos heatmaps com dados normalizados. O mapeamento foi visualizado 

utilizando o programa IGV versão 2.4 
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7 RESULTADOS  

 

7.1 Avaliação da diversidade das sequências dos genes de GP63 no 

cromossomo 10 de Leishmania sp.  

 

Este trabalho teve como foco principal o estudo de parálogos de GP63 do 

cromossomo 10 de Leishmania braziliensis, buscando entender o por que do número 

elevado de parálogos dessa proteína apenas neste cromossomo, contribuindo para o 

conhecimento sobre a patogenicidade do parasita. Como etapa preliminar, foi 

inicialmente considerada a expansão desses genes em linhagens de Leishmania sp, 

com ênfase em L. braziliensis e outras espécies de Viannia. Análises filogenéticas 

prévias puderam separar os genes de GP63 mapeados no cromossomo 10, dos genes 

mapeados no cromossomo 28 e 31, indicando que esses últimos genes estejam 

relacionados ao estágio do inseto no ciclo de vida do parasita, enquanto os do 

cromossomo 10 estariam mais relacionados a infecção no hospedeiro vertebrado 

(CASTRO NETO et al., 2019) (ANEXO C). A partir disso foi feita uma análise com 

sequências do cromossomo 10 de espécies relevantes de Leishmania usando como 

grupos externos os genes selecionados dos cromossomos 28 e 31. Para esta análise, 

também incluímos sequências de L. tarentolae, onde ocorre uma expansão 

semelhante no cromossomo 10. A relevância em incluir as sequências de L. tarentolae 

deve-se ao fato de que essa espécie não parasita mamíferos, apenas lagartos, o que 

significa que qualquer papel potencial na patogênese associada aos genes GP63 do 

cromossomo 10 não é específica para seus hospedeiros mamíferos. Nesta análise 

também foi incluída novas sequências de GP63 de L. braziliensis geradas 

previamente pela autora desta dissertação através da técnica de PCR. A árvore 

filogenética mostrada na Figura 10 resume os resultados destas análises com base 

em alinhamentos usando as sequências de comprimento total para todas as proteínas 

(ou os fragmentos de PCR de comprimento total). Para maior clareza, apenas as 

sequências representativas mais divergentes foram usadas para construir essa 

árvore.  
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Figura 10 - Filogenia dos genes de GP63  

 

 

Fonte: Castro Neto et al. (2019). 
Nota: Árvore filogenética comparando múltiplos genes GP63 do cromossomo 10 de espécies 
selecionadas de Leishmania. A árvore destaca a separação dos genes GP63 de acordo com os três 
principais subgêneros de Leishmania (Sauroleishmania, Leishmania e Viannia). Os valores para nós 
altamente suportados foram substituídos 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 produção 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 três subgêneros de Leishmania analisados, todas as 

sequências de GP63 do cromossomo 10 estão mais intimamente relacionadas com 

sequências da mesma espécie ou espécies relacionadas em relação as sequências 

encontradas em espécies pertencentes aos outros subgêneros. Mesmo dentro dos 
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clados do subgênero Leishmania, os genes de L. infantum (em vermelho) pareciam 

estar mais intimamente relacionados entre si, em relação aos seus homólogos em L. 

major. Para as duas espécies de Viannia analisadas (L. braziliensis e L. guyanensis) 

foi visto que os genes estão relacionados entre si. Estes resultados estão de acordo 

com expansões independentes no número de sequências de GP63 do cromossomo 

10 em cada clado, com grandes expansões ocorrendo para os subgênereros 

Sauroleishmania (em azul) e Viannia. Para as espécies do subgênero Viannia, o início 

dessa expansão pode ter precedido a divisão entre L. braziliensis e L. guyanensis, 

mas posteriormente continuou e pode ser um processo contínuo. 

Em sequência, a avaliação de diferenças funcionais associadas aos múltiplos 

parálogos de GP63 identificados no cromossomo 10 de L. braziliensis depende da 

capacidade de se detectar a expressão de genes individuais ao nível das respectivas 

proteínas. Para isso se é necessário a disponibilidade de soros/anticorpos específicos 

para parálogos selecionados. Este trabalho teve então como foco importante a 

produção destes soros/anticorpos e sua análise quanto a capacidade de reconhecer 

parálogos específicos recombinantes expressos em Escherichia coli ou nativos em 

extratos totais de L. braziliensis. 

 

7.2 Expressão de proteínas recombinantes para a produção de anticorpos  

 

Após a análise filogenética, utilizamos genes de clados independentes para guiar 

a escolha de proteínas para a produção de soros anti-GP63 específicos para 

diferentes parálogos de GP63, entre aqueles que sofreram expansão no cromossomo 

10. Inicialmente optou-se pela utilização de proteínas recombinantes para a produção 

destes soros. Para isso, partiu-se para a expressão de proteínas recombinantes 

correspondentes a dois genes de GP63, LbrM.10.0520 e LbrM.10.0540. Os 

respectivos fragmentos gênicos, previamente clonados, foram subclonados no vetor 

de expressão pET21a(+) (Novagen). Na Figura 11 podemos observar a verificação da 

subclonagem no vetor pET21a(+) (Novagen), dos genes LbrM.10.0520 e 

LbrM.10.0540, após a digestão com as enzimas de restrição BamHI e XhoI. Apenas 

as amostras que liberaram plasmídeos e insertos no tamanho predito (5441 pb e 1650 

pb, respectivamente) foram utilizadas para a produção de proteínas recombinantes 

fusionadas a histidina por expressão heteróloga em E. coli.  
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Figura 11 - Verificação de subclonagens dos genes de GP63 

 

 

Fonte: A autora 
Legenda: Figura de verificação de subclonagem após digestão da construção 10.0520-pET21a(+) e 
10.0540-pET21a(+). As setas em vermelho indicam as digestões que liberaram um inserto no tamanho 
predito (aproximadamente 1650 pb para o inserto e aproximadamente 5000 pb para o plasmídeo). 
Marcador (M): 1 Kb plus (Invitrogen). 

 

A expressão das proteínas 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 expressão em grande escala dessas proteínas, porém somente 

a LbrM.10.0540, foi expressa (Figura 13 (A)). A confirmação da expressão 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 

proteína de interesse (61.59 kDA para a LbrM.10.0540).  
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Figura 12 - Expressão em Escherichia coli das proteínas GP63 recombinantes fusionadas a sequência 

de poli-histidinas. 

 

Fonte: A autora 
Legenda: Gel de SDS-PAGE 15% corado com Comassie Blue. Os tamanhos dos marcadores de peso 
molecular estão expressos em kilodaltons (kDA) a esquerda. (-) = pré-IPTG; (+) = pós IPTG. 
 
 

Figura 13 -  Análise da expressão da proteína GP63 recombinante LbrM.10.0540 fusionada a uma 

sequência de poli-histidinas  

 

Fonte: A autora. 

Legenda: (A) Gel de SDS-PAGE 20% corado com Comassie Blue. A proteína recombinante 10.0540 

obtida pode ser observada na seta. (-) = pré-IPTG; (+) = pós IPTG. (B) Análise por WB com o anticorpo 

monoclonal Anti-His (diluição 1:10000). Como controle positivo foi utilizada a proteína recombinante 

Lci13, também fusionada a sequência de poli-histidinas.  
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Para a produção de anticorpos anti-LbrM.10.0540, foi feita a tentativa de 

purificação da respectiva proteína, porém, visto que proteínas transmembrana são de 

difícil purificação, apenas aproximadamente 0,12 g de proteína recombinante foi 

obtido no ensaio. Essa quantidade não é o suficiente para a imunização em coelhos 

(150 g 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 não 

reconheceram nenhuma proteína recombinante (resultados não mostrados).  

 

7.3 Estrutura das proteínas GP63 e escolha de peptídeos sintéticos para a 

produção de anticorpos  

 

Visto que a tentativa da produção de anticorpos utilizando a metodologia de 

proteínas recombinantes não foi bem-sucedida, partimos então para avaliar a 

produção de soros policlonais utilizando peptídeos sintéticos. Inicialmente 

investigamos a estrutura das proteínas GP63, para, com isto, escolher regiões 

vantajosas para o desenho destes peptídeos e específicas para parálogos 

selecionados. Em alinhamento das sequências proteicas utilizadas nesse estudo 

(ANEXO A), e com base em dados descritos na literatura, foi possível observar os três 

domínios descritos das proteínas GP63 (N-terminal, central e C-terminal), sítios de 

remoção do peptídeo sinal e pró-peptideo, regiões de ligação a âncora GPI, região 

ligante de zinco com o motivo de sequência HEXXHXXGXXH e os resíduos 

conservados de cisteína. No alinhamento também foi observado que as sequências 

10.0610, 10.0520, 10.1630, 10.1610 de L. braziliensis, 10.0470 de L. major e 10.0510 

de L. infantum não possuem o peptídeo sinal para adição da âncora GPI (presente na 

posição 577 em L. major e 563 em L. braziliensis). Ainda no alinhamento, foi visto que 

a sequência proteica 10.0540 perde uma parte do peptídeo sinal, presente na região 

N-terminal da proteína.  

No esquema da Figura 14 estão representadas, de maneira ilustrativa, as 

diferentes regiões comuns às proteínas GP63, bem como a posição de peptídeos 

selecionados específicos dos parálogos LbrM.10.0520, LbrM.10.0590 e 

LbrM.10.1610. Estes peptídeos foram selecionados por apresentarem pouca 

similaridade entre si (genes apontados na ávore filogenética da Figura 10). Também 

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

proteínas (Quadro 2 e Figura 15).   

 

Figura 14 -  Características proteicas da proteína GP63 

 

 

 

Fonte: A autora 
Legenda: O quadrado em amarelo na sequência indica o sítio de remoção do peptídeo sinal; O 
quadrado preto na sequência indica o sítio de remoção do pró-peptídeo. Estão delimitados os três 
domínios da proteína (N-terminal, central, C-terminal). O quadrado em cinza claro na sequência indica 
o motivo de sequência motivo de sequência HEXXH. O quadrado em cinza escuro indica a sequência 
conservada KDELMAP. O quadrado em azul-escuro indica o sítio de ligação a âncora GPI. Os 
retângulos coloridos abaixo da sequência demonstram a região em que os peptídeos sintéticos estão 
na sequência. 

 

 

Quadro 2 -  Sequências de aminoácidos escolhidas para obtenção de peptídeos sintéticos 

Genes codificantes  Região no 

alinhamento 

Sequência de aminoácidos 

10.0590 ~413 IVLTHTSVPQYFQYFTDPT 

10.1610 ~430 KFTQRKRPLPTYFQYFTDSFI 

10.0520 ~415 IIVTHDDPLPTYFQYFTEPS 

 Região no 

alinhamento 

Sequência de aminoácidos 

Sequência de 

aminoácidos 

conservada 

 

~180 VRQVQGSWKVTGMTG 

Fonte: A autora 
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Figura 15 -  Localização dos peptídeos no alinhamento de sequências 

 

 

Fonte: A autora. 
Legenda: No quadro vermelho podemos observar as sequências conservadas entre as proteínas de 
L. braziliensis. No quadro verde temos a sequência peptídica 10.0590, no quadro azul sequência 
peptídica 10.0520 e no quadro roxo a sequência peptídica 10.1610.  

 

 

7.4 Reconhecimento dos anticorpos obtidos a partir dos peptídeos sintéticos 

 

Quatro soros foram gerados, um para cada peptídeo, a partir de sua imunização 

conjugado a proteína carreadora em coelhos. Como primeira etapa para se avaliar a 

eficiência do procedimento, soros selecionados foram previamente testados frente ao 

próprio peptídeo conjugado ao BSA nas concentrações de 200 µg/µL; 100 µg/µL; 50 

µg/µL; 25 µg/µL e 12,5 µg/µL (Figura 16A). Os soros foram então testados frente a 

proteínas GP63 recombinantes conforme aqui demonstrado para o soro anti-peptídeo 

conservado (Figura 16B), confirmando então sua capacidade de reconhecer esta 

proteína. Entretanto pode-se notar um alto reconhecimento inespecífico de proteínas 

de Escherichia coli o que levou a necessidade de se purificar, a partir dos soros 

policlonais, anticorpos específicos anti-GP63. 
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Figura 16 -  Soro anti-peptídeo conservado frente ao peptídeo conjugado ao BSA e frente a proteínas 
recombinantes.  

 

 

Fonte: A autora 

Legenda: (A) Os peptídeos conjugados ao BSA nas concentrações de 200 µg/µL; 100 µg/µL; 50 µg/µL; 

25 µg/µL e 12,5 µg/µL; foram fracionados em gel SDS-PAGE 20% e analisados por Western blot com 

os anticorpos anti-peptídeo sintético 10.0520 (diluição 1:1000). (B) Extratos celulares de E. coli 

contendo as proteínas 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 pós-imune anti-

peptídeo conservado (1:1000). As setas indicam as bandas correspondentes as proteínas GP63.  

 

Após os ensaios de imunoadsorção para cada anticorpo, os quatro conjuntos 

de anticorpos obtidos foram testados contra extratos de E. coli expressando proteínas 

recombinantes previamente produzidas correspondentes a diferentes parálogos de 

GP63 de L. braziliensis. De acordo com a disponibilidade limitada de proteínas 

disponíveis, optou-se por um painel mais diverso possível e incluindo proteínas 

contendo os diferentes peptídeos utilizados na produção de soro, visando confirmar a 

especificidade dos anticorpos contra parálogos específicos de GP63. Quatro proteínas 

recombinantes, fusionadas a Glutationa-S transferase (GST) ou a poli-histidinas, 

foram derivadas de fragmentos correspondentes a maior parte da região codificante 

dos respectivos genes, terminando na âncora GPI (10.0510-His, 10.0520-GST; 

10.0540-GST; 10.0560-His; 10.0590-GST). Outras duas proteínas, fusionadas a GST 

(10.1610-GST e 10.1630-GST), são derivadas de fragmentos gênicos que terminam 
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no peptídeo KDELMAP, conservado em todas as sequências 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 

proteínas utilizadas nos ensaios, além de um controle negativo que consiste em um 

extrato celular bacteriano.  

 

Figura 17 - Extratos de E. coli contendo as proteínas recombinantes GP63 

 

 

Fonte: A autora. 
Legenda: Gel de SDS-PAGE 15% corado com Comassie Blue. As setas indicam as proteínas 
expressas. Os tamanhos dos marcadores de peso molecular estão expressos em kilodaltons (kDA) a 
esquerda.  
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A Figura 18 resume os resultados alcançados testando os quatros lotes de 

anticorpos obtidos contra o painel de diferentes proteínas recombinantes. Inicialmente 

observamos o reconhecimento dos anticorpos anti-peptídeo conservado (Figura 18A). 

Conforme o esperado esses anticorpos reconheceram todas as proteínas 

recombinantes, visto que este peptídeo está presente em todas as GP63 na região N-

terminal (anterior a região KDELMAP). Entretanto, este anticorpo reconhece 

fracamente a proteína 10.0540-GST, talvez devido a diferenças conformacionais, 

onde uma região pode estar mais exposta em uma proteína em relação as outras.  

Em seguida foi avaliado o reconhecimento das proteínas recombinantes pelos 

anticorpos anti-peptídeo 10.0520 (Figura 18B). Esse anticorpo reconheceu as 

proteínas 10.0520-GST e 10.0540-GST; que são duas proteínas que agrupam bem 

próximas na árvore filogenética devido a sua similaridade (Figura 10) e também a 

proteína 10.0560-His. O anticorpo não ficou totalmente específico, reconhecendo 

algumas bandas do extrato bacteriano, porém em relação ao soro pós-imune, 

obtivemos um reconhecimento mais limpo (resultados não mostrados). Já na Figura 

18C, temos o reconhecimento dos anticorpos anti-peptídeo 10.0590, que reconhece 

a proteína 10.0520-GST e 10.0590-GST. É possível que os anticorpos anti-peptídeo 

10.0590 (sequencia: IVLTHTSVPQYFQYFTDPT) também possam reconhecer a 

proteína recombinante 10.0520-GST por partilhar alguns aminoácidos nessa 

sequência específica “IIVTH” e “YFQYFT”. No ensaio de Western blot para os 

anticorpos anti-peptídeo 10.1610, não foi possível observar o reconhecimento desses 

anticorpos, visto que, não temos a proteína LbrM.10.1610 recombinante no ensaio, 

observando que esses anticorpos não possuem reação cruzada com outras proteínas 

GP63 (Figura 18D). 
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Figura 18 -  Reconhecimento de proteínas GP63 recombinantes pelos anticorpos anti-peptídeo 

gerados neste estudo. 

 

Fonte: A autora 
Legenda: Extratos celulares de E. coli expressando diferente proteínas recombinantes fracionadas em 
gel SDS-PAGE 20% e analisadas por WB contra os anticorpos anti-peptídeo conservado (A), anti-
peptídeo 10.0520 (B), anti-peptídeo 10.0590 (C) e anti-peptídeo 10.1610 (D). Todos os anticorpos estão 
na concentração de 1:1000.   
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7.5 Reconhecimento dos anticorpos anti-peptídeos 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 Logarítmica (24h a 48h) e células em fase Estacionária (72h a 96h). Com os 

anticorpos anti-peptídeo conservado foi observado o reconhecimento de duas bandas, 

uma de aproximadamente 55 kDA e outra de 96 kDA, havendo uma diminuição da 

expressão das duas bandas na fase estacionária (Figura 19A). Os anticorpos anti-

peptídeo 10.0520 reconheceram apenas uma banda específica, ou duas de tamanhos 

bem próximos, de aproximadamente 50 kDa (Figura 19B). Nesse caso não foi possível 

observar alterações significativas no padrão de expressão dessas proteínas ao longo 

da curva de crescimento. Com os anticorpos anti-peptídeo 10.0590 pode-se observar 

uma banda de aproximadamente 30 kDa, o que pode ser um reconhecimento 

inespecífico uma vez que este tamanho seria incompatível com a GP63 (Figura 19C). 

Já os anticorpos anti-peptídeo 10.1610 não reconheceram nenhuma banda no extrato 

de L. braziliensis (Figura 19D). 
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Figura 19 -  Anticorpos anti-peptídeos frente a curvas de L. braziliensis 

 

 

Fonte: A autora 
Legenda: Extratos celulares de curvas de crescimento de L. braziliensis (0h, 24h, 48h, 72h e 96h) 
fracionados em gel SDS-PAGE 20% e analisados por Western blot contra os anticorpos purificados 
anti-peptídeo conservado (A), anti-peptídeo 10.0520 (B), anti-peptídeo 10.0590 (C) e anti-peptídeo 
10.1610 (D). Todos os anticorpos estão na concentração de 1:500. Abaixo de cada figura podemos 
observar a expressão constitutiva da proteína EIF4AI.  
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7.6 Quantidade de mRNA de diferentes genes de GP63 em diferentes fases de 

crescimento de L. braziliensis  

 

Buscando uma análise independente da quantidade de mRNA de cada GP63, 

foram feitas análises de RNASeq de L. braziliensis realizado em trabalho anterior, 

focando em uma maior avaliação da presença dos mRNAs de GP63. Antes de realizá-

las, contudo, foi avaliada a qualidade das reads obtidas. O FastQC fornece um 

conjunto modular de análises para termos uma noção sobre a qualidade e sobre 

possíveis problemas que possam estar ocorrendo com dados brutos de 

sequenciamento. Analisar os dados no FastQC é uma etapa fundamental para evitar 

possíveis problemas nas análises futuras. A avaliação da qualidade do 

sequenciamento é 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 acurácia igual a 99,9%. Na análise de RNASeq, só foram utilizadas as 

bibliotecas com sequências que continham um score acima de 30. As amostras (linhas 

em vermelho) com um valor abaixo de 30 não foram utilizadas nas análises (Figura 

20). 

 

Figura 20 - Análise das bibliotecas de cDNA sequenciadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora 
Legenda: Phred Socore: indica a probabilidade de uma base nucleotídica indicada pelo sequenciador 
estar errada. Position (bp): Posição de cada nucleotídeo nas sequências das bibliotecas avaliadas. 
Cada linha verde representa uma amostra analisada. As cores verde, bege e vermelho no gráfico, 
representam scores de amostras de alta, média e baixa qualidade. 
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A partir dos dados resultantes, foram então feitos gráficos 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 situação: fase estácionária; fase logarítmica de uma célula recém 

descongelada; fase logarítmica de uma célula após repiques sucessivos (Figura 21). 

Foi possível observar que o mRNA de 10.0590 é o mais abundante, nas duas fases 

de crescimento, seguido dos genes 10.0530, 10.1610 (porém em menor quantidade). 

Desses três genes, foi observado uma maior quantidade de transcritos na fase 

estacionária do parasita. Nota-se a reduzida ou quase nula expressão dos genes de 

GP63 codificados no cromossomo 31. Nas análises 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 atenção a redução brusca nos níveis desse 

transcrito controle na fase estacionária do parasita, ao contrário do que se observa 

nos transcritos mencionados de GP63 do cromossomo 10, onde na verdade os 

maiores níveis são observados justamente na fase estacionária de crescimento. 
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Figura 21 -  TPM – Fases Estacionária e Logarítmicas de L. braziliensis 

Fonte: A autora 
Legenda: No eixo vertical podemos observar o número 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 Estacionária; As 
barras em azul representam os genes na Fase Logarítmica de uma célula recém descongelada (Fase 
Log 1); As barras em amarelo representam os genes na Fase Logarítmica de uma célula após repiques 
sucessivos (Fase Log 2).  
 

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

construídos gráficos heatmaps. Conforme observado no gráfico de barras, após a 

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

relação 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 expressão dos genes de GP63  

 

 

Fonte: A autora 

Legenda: O heatmap representa os valores normalizados dos transcritos dos genes de GP63. Eixo 

vertical: Log 11, Log 12, Log 13: Replicatas das análises com as células da Fase Logarítimica (celúla 

recém descongelada). Log 21, Log 22, Log 23: Replicatas das análises com as células da Fase 

Logarítimica (célula após repiques sucessivos). Est1, Est2, Est3: Replicatas das análises com as 

células da Fase Estacionária. No quadro acima da imagem, observamos os valores dos padrões de 

cores observados na análise.  

Para observar a localização das reads no cromossomo 10 de L. braziliensis, foi 

feito o mapeamento das reads obtidas na análise de RNASeq, no genoma de L. 

braziliensis. Foi observado existe uma grande quantidade de reads alinhadas na 

região C-terminal do gene LbrM.10.0590 (LbrM.10:220,702-222,871), conforme pode 

ser observado na Figura 23. A região C-terminal é muito variável e específica em 

relação a grupos de genes de GP63. O gene 10.0590 é o representante do grupo 3 

de L. braziliensis, contendo apenas 2 parálogos aos quais sugere-se serem genes 

expressos na fase promastigota do parasita, não tendo relação ou funções relevantes 

no hospedeiro mamífero.  
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Figura 23 - Reads localizadas na C-terminal do gene 10.0590  

 

Fonte: A autora 
Legenda: Os números acima representam em pares de base, a localização cromossômica das reads 
em todo o genoma de L. braziliensis. Podemos observar uma maior cobertura de reads (círculo em 
vermelho) na parte C-terminal do gene 10.0590 (LbrM.10:220,702-222,871).  
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8  DISCUSSÃO 

 

Estudos de caracterização demonstraram sítios e motivos de sequências 

caracteristicos de GP63 de Leishmania sp., como o sítio de remoção do pró-peptídeo, 

resíduos conservados de arginina e histidina, sítio de ligação a âncora GPI, o domínio 

HEXXHXXGXXH, e sequências variáveis nas regiões C-terminal e N-terminal (YAO; 

DONELSON; WILSON, 2003). Essas caracteristicas se mostraram conservadas e 

também foram identificadas nas sequências de GP63 de L. braziliensis presentes 

neste estudo. Além disso, essas sequências apresentaram variações significativas em 

suas regiões C-terminais, com algumas delas contendo o sítio de ligação a âncora 

GPI e outras podendo apresentar um domínio transmembrana, já identificado em 

outras espécies de Leishmania (RAMAMOORTHY et al., 1992; VOTH et al., 1998). 

A variabilidade gênica existente entre os genes de GP63 foi associada a eventos 

de mosaicismo (MAURICIO et al., 2006) e recombinação intragênica (VICTOIR; 

DUJARDIN, 2002) que resultou na grande diversidade de genes de GP63. Expansões 

gênicas no cromossomo onde as sequências codificantes dessas proteínas estão 

localizadas foram relatadas no nosso estudo e podem estar relacionadas a pressão 

seletiva causada pela resposta imune dos seus hospedeiros durante a infecção por 

Leishmania sp (MEDINA et al., 2016). Além disso, a presença desses arranjos de 

múltiplas cópias pode levar à especiação (LYNCH; CONERY, 2003) ou indicar a 

possível necessidade de genes específicos de cada estágio do ciclo de vida do 

parasita (ROGERS et al., 2011). Até agora, é provável que essa expansão possa estar 

relacionada a novos aspectos da patogênese da Leishmania aos hospedeiros 

vertebrados, mas isso ainda precisa ser melhor definido. 

Neste estudo, os resultados variáveis (reconhecimentos específicos e 

inespecíficos) das proteínas do cromossomo 10 de L. braziliensis frente a anticorpos 

específicos podem estar relacionados a variabilidade gênica já mencionada. Isto 

também pode estar relacionado a presença dessa variação de sequência localizada 

principalmente na parte externa da proteína, que interage com o sistema imune 

hospedeiro (CASTRO NETO et al., 2019). 

Em estudo realizado com as principais proteínas de virulência de T. brucei, as 

VSG’s, foi observado que a antigenicidade das mesmas está associada com a região 

C-terminal, principalmente com o domínio de ligação da âncora GPI. Quando retirado 

este domínio, várias alterações conformacionais na proteína foram observadas 
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(BUTIKOFER et al., 2001). As proteínas recombinantes utilizadas neste ensaio de 

reconhecimento pelos anticorpos não possuem a região de ligação a âncora GPI. Isso 

poderia ter gerado alguma conformação diferencial que afetaria o reconhecimento das 

mesmas, mas, apesar disso, os anticorpos anti-peptídeos deste estudo foram capazes 

de reconhecer as proteínas recombinantes de interesse. O fato do anti-10.0540, feito 

com a proteína recombinante não ter demonstrado eficiência no reconhecimento das 

GP63 pode estar associado a uma baixa antigenicidade desta proteína e 

consequentemente a ausência de uma reação imunológica satisfatória durante a 

produção do anticorpo. 

Apesar do esperado reconhecimento gene-específico pelos anticorpos anti-

peptideo, alguns apresentaram reação com outras proteínas. Esse reconhecimento 

pode estar associado a similaridade de sequência e relação evolutiva entre essas 

proteínas. O anticorpo anti-peptídeo 10.0520, reconheceu as proteínas (10.0520, 

10.0540 e 10.0560) que estavam localizadas em clados próximos, visualizadas na 

árvore filogenética demonstrada neste estudo, que é corroborada por árvores de 

outros estudos filogenéticos da expansão dos genes de GP63 no cromossomo 10 das 

espécies do subgênero Viannia (CASTRO NETO et al., 2019; VALDIVIA et al., 2015). 

O mesmo não pode ser aplicado para a reação cruzada do anticorpo anti-peptídeo 

10.0590 e a proteína 10.0520, que são divergentes em estudos filogenéticos 

(CASTRO NETO et al., 2019; VALDIVIA et al., 2015). Contudo essas proteínas 

compartilham 11 aminoácidos na região do peptídeo, que podem estar envolvidos na 

reação cruzada dos anticorpos. 

Esses diferentes anticorpos também foram utilizados em ensaios de WB com 

extrato de L. braziliensis e demonstraram diferentes padrões de bandas entre si. Isso 

indica a variabilidade de isoformas dessas proteínas, que é corroborado por um 

estudo realizados em Trypanosoma cruzi. No referido trabalho, foram utilizados soros 

pós-imunes para estudar a expressão e localização dessas proteínas em diferentes 

fases do parasita (epimastigota, amastigota e tripomastigotas), que também 

apresentaram um padrão de reconhecimento diferenciado (KULKARNI et al., 2009).  

Foi observado em um estudo que proteínas GP63 são mais expressas em fase 

estacionária (RAMAMOORTHY et al., 1992). Esse padrão de expressão, de maneira 

não foi observado com nossos anticorpos o que sugere que podem existir genes que 

são mais expressos em diferentes fases do ciclo de vida do parasita, dependendo da 

sua necessidade e função. Esse dado está de acordo com o RNASeq realizado neste 
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estudo, que também encontrou uma maior quantidade de mRNA de GP63 em 

parasitas na fase estacionária, porém sem uma diferença significativa em relação aos 

transcritos de fase Log. Vale ressaltar que a L. braziliensis cepa MHOM/BR/75/M2904 

utilizada em nossas análises, já passou por diversos repiques, fato que pode alterar a 

infectividade do parasita e seu padrão de expressão gênica. 

No estudo de Marshall et al., 2018, utilizando-se da hipótese de que existem 

grupos de genes de GP63 sendo expressos numa fase específica do ciclo de vida do 

parasita (RAMAMOORTHY et al., 1992; WILSON et al., 1993), as GP63 de L. infantum 

foram separadas em classes, baseados em suas características 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 expressão em uma única fase. Estes dados corroboram com as 

nossas análises de RNASeq, onde também não 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 estacionária, o que 

também foi observado nas análises de RNASeq. 

O mesmo não acontece em Trypanosoma cruzi, onde os genes de GP63 estão 

dividos em grupos. O grupo I e II estão presentes com um alto número de cópias. 

Dados de RNASeq e Nothern blot demonstraram que o grupo I é mais expresso que 

o grupo II, que quase não apareceu nas análises de Northern blot (CUEVAS; 

CAZZULO; SÁNCHEZ, 2003). O grupo II possui alto grau de homologia com 

Leishmania guyanensis (espécie do subgênero Viannia), enquanto o grupo I (mais 

expresso), foi confirmado após digestão por fosfolipase C específica de 

fosfatidilinositol, que são proteínas de superfície ligadas à membrana por uma âncora 

GPI, e, é sugerido a esse grupo a participação na infecção (BERNÁ et al., 2017; 

CUEVAS; CAZZULO; SÁNCHEZ, 2003).  

Baseando-se nas diferenças das regiões C-terminais de GP63, sugere-se que o 

grupo 3 de L. braziliensis possui sua expressão estágio-específica, estando presente 

na forma promastigota do parasita e não possui papéis relevantes no hospedeiro 

mamífero (CASTRO NETO et al, 2019). No grupo 3, que tem apenas dois parálogos, 

está a proteína 10.0590 que foi a proteína 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 expansão no cromossomo 10 dessa espécie, então, 

não observar um grande número de transcritos nesses genes pode significar que 

estes genes estão relacionados com a infecção e podem ser encontrados sendo 

expressos na fase amastigota e não na fase promastigota do parasita. 

Análises 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 (procíclicos e metacíclicos). Porém um gene do cromossomo 

28 tem apenas um pico na fase de promastigotas metacíclicos (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 expressão dos genes de GP63, 

considerando que nossa análise somente na fase promastigota não foi suficiente para 

identificar possíveis genes estágio específicos. Outros estudos também são 

necessários na fase amastigota ou parasitas isolados diretamente de infecções, visto 

que foi relatada uma maior expressão de genes de GP63 em infecções em andamento 

(SANYAL; GHOSH; SARKAR, 1994).   
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9 CONCLUSÕES 

 

a) A falta de reconhecimento uniforme das proteínas recombinantes por um único 

anticorpo, pode indicar que apenas um anticorpo não é suficiente para 

reconhecer todas as proteínas de GP63, durante o processo de infecção; 

b) Existem variações no padrão de expressão dos genes de GP63 de L. 

braziliensis, porém mais estudos serão necessários para detalhar quais são 

esses genes, bem como a sua localização subcelular e suas possíveis 

implicações na interação com o sistema imune; 

c) Genes de GP63 dos grupos 1 e 2 foram pouco expressos na análise de 

RNASeq em relação ao gene do grupo 3, sugerindo que esses genes podem 

ter funções no hospedeiro mamífero. Sendo assim, é preciso a realização de 

análises utilizando-se das outras formas do ciclo de vida do parasita, tais como 

a forma amastigota. 
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ANEXO A – ALINHAMENTO DE SEQUÊNCIAS GP63 

                                                          x        *                                                    

LbrM.10.0590    1   MPLDSSSTHRRRSVAARLVRLAAAGVAAALAVGTAAAWAHAAATPHRCIHDKLQARVRDSAAHRRMPPSAVSAVGLPYIA 80   

LbrM.10.0610    1   MPLDSSSTHRRRSDAARLMRLAAAG--LVMAVG-AAAWAQAAG--HHCIHDKLQARVLQSVAQQRSPAVSVSALGLPYVS 75   

100520PCR       1   MSRDRSSTPLRRSDAARLMRLAAAG--LVMAVGAAAVWAQAAG--HHCIHDKLQTRVLQSVAQQHRPPGGVSALGLPYVS 76   

LbrM.10.0540    1   ------------------MRLAAAG--LVMAVGAAAVWAQAAG--HHCIHDKLQTRVLQSVAQQHRPPGSVSALGLPYVS 58   

LbrM.10.1630    1   MSRDRSSTHRRRSVAARLMRLAAAG--LVMAVGAAAVWVQAAG--HHCIHDRLQARVLQSVAQQHRPPGSVSALGLPYVS 76   

LbrM.10.1610    1   MSRDRSSTHRRRSVAARLMRLAAAG--LVMAVGAAAVWVQAAG--HHCIHDRLQARVLQSVAQQHRPPGSVSALGLPYVS 76   

LmjF.10.0470    1   MSVDSSSTHRRRCVAARLVRLAAAGAAVTVAVGTAAAWAHAGALQHRCVHDAMQARVRQSVADHHKAPGAVSAVGLPYVT 80   

LmjF.10.0460    1   MSVDSSSTHRRRCVAARLVRLAAAGAAVTVAVGTAAAWAHAGALQHRCVHDAMQARVRQSVADHHKAPGAVSAVGLPYVT 80   

LinJ.10.0500    1   MSVDSSSTHRHRSVAARLVRLAAAGAAVIAAVGTAAAWAHAGAVQHRCIHDAMQARVRQSVARHHTAPGAVSAVGLPYVT 80   

LinJ.10.0510    1   MSVDSSSTHRHRSVAARLVRLAAAGAAVIAAVGTAAAWAHAGAVQHRCIHDAMQARVRQSVARHHTAPGAVSAVGLPYVT 80   

 

 

                                         O            N’i         *                *      

LbrM.10.0590    81  LD---------------AADTVARAADWGTLRIAVSTADLTDPDYHCTRVGQRVSNHADEIVTCTAEDVLTEEKRDILVS 145  

LbrM.10.0610    76  AGTISSAHTVDWALADSTSPSVVRAADWGTLRIAVSTADLTDPDYYCSYVGQRVSNHAGAFVTCTAEDILTEEKRDILVT 155  

100520PCR       77  A---------DWALADSTSPSVAHSADWGTLRILLSVEDLNDPDYYCSYVGQLVNNHAGALDMCKAEDILTDAKRNTLVG 147  

LbrM.10.0540    59  A---------DWALADSTSPSVAHSADWGTLRIFTSFEDLNDPDYYCSYVGQLVNNHAGALDMCKAEDILTDAKRNTLVG 129  

LbrM.10.1630    77  ADPISSAHTVDWAQADSTSPSVAHSADWGTLRIYVSYEDLTDPDCYCSYAGQLVNNHAGALDICKGEDILTDAKRHTLIS 156  

LbrM.10.1610    77  ADPISSAHTVDWAQADSTSPSVAHSADWGAMRIYVSYADLIDPDYYCSYVGQLIDNHHGAIDICEAKDILTEERRHILIN 156  

LmjF.10.0470    81  LDAAHTAAAAD--PRPGSARSVVRDVNWGALRIAVSTEDLTDPAYHCARVGQRVNNHAGAIVTCTAEDILTNEKRNILVK 158  

LmjF.10.0460    81  LDAAHTAAAAD--PRPGSARSVVRDVNWGALRIAVSTEDLTDPAYHCARVGQHVKDHAGAIVTCTAEDILTNEKRDILVK 158  

LinJ.10.0500    81  LD---TAAAAD--RRPGSAPTVVRAANWGALRIAVSTEDLTDPAYHCARVGQHIKRRLGGVDICTAEDILTDEKRDILVK 155  

LinJ.10.0510    81  LD---TAAAAD--RRPGSAPTVVRAANWGALRIAVSTEDLTDPAYHCARVGQRVNNHAGAIATCTAEDILTDEKRDILVK 155  

 

 

                                                    *                                      * 

LbrM.10.0590    146 YLIPQALQLHAERLRVRQVQGSWKVTGMTGDVCGEFKVPEAHVAKGVSNADFVLYVASVPSEPGVLAWATTCQVFSDDHP 225  

LbrM.10.0610    156 YLIPQALQLHVERLRVRQVQGSWRVTGMTGPICGDFKVPKAHVTVGVSNADFVLYVASVPSEPGVLAWATTCQVFSDDHP 235  

100520PCR       148 SIIPQALQLHTERLKVRQVQGSWKVTGMTGDVCGTFKVPEAHVTVGVSDADFVLYVASVPSEPGVLATAVICQTSSDGRP 227  

LbrM.10.0540    130 SIIPQALQLHTERLKVRQVQGSWKVTGMTGDVCGTFKVPEAHVTVGVSDADFVLYVASVPSELGVLAWAVMCQAFFDDRP 209  

LbrM.10.1630    157 DLLPLALQLHTERLEVRQVQGTWKVTGMKGDVCGTFKVPQEHVTVGVSNTDFVLYVASVPSGADVMAWAVMCQAFPDDRP 236  

LbrM.10.1610    157 ILLPLALQLHVERLKVRQVQGTWKVTGMEGDVCGEFKVPEEHVTVGFSNIDFVLYVASVPIEGNILAWSAFCQVFTNGRP 236  

LmjF.10.0470    159 YLIPQAVQLHKERLKVQQVQGKWKVTDMVGEICGDFKVPQAHITEGFSNTDFVMYVASVPSEEGVLAWATTCQTFSDGHP 238  

LmjF.10.0460    159 HLIPQAVQLHTERLKVQQVQGKWKVTDMVGDICGDFKVPQAHITEGFSNTDFVMYVASVPSEEGVLAWATTCQTFSDGHP 238  

LinJ.10.0500    156 HLIPQALQLHTERLKVRQVQDKWKVTGMGDDVCSDFKVPPAHITDGLSNTDFVMYVASVPSEEGVLAWATTCQVFSDGHP 235  

LinJ.10.0510    156 YLIPQALQLHTERLKVRQVQDKWNVTGMVDEICGDFKVPPAHITEGFSNTDFVMYVASVPSEEGVLAWATTCQVFSDGHP 235  

 

                                                                   N’f Ci                      * 

LbrM.10.0590    226 AVGVMNIPAANIVSRYDQGTTRTVTHEVAHALGFSSVFFEGTGIVKSVTNLRGKPFAAPVINSSTAVAKAREQYGCPTLE 305  

LbrM.10.0610    236 AVGVMNIPAANIVSRYDQGTTRTVTHEVAHALGFSSVFFENAGIVMNVTNLRGKPFAAPVINSSTVVAKAREQYGCPTLE 315  

100520PCR       228 AVGVMNIPAAYIRSAYDQIMLRTVAHEVAHALGFDLTVFEDVGIVGDVNNLRGRGYEVPVLSSPTVAAKAREQYGCATLT 307  



83 

  

LbrM.10.0540    210 AVGVINIPAAYIQSAYDQFMLRSVTHEMAHALGFDLLLFEELDLLDVVSNLRGKDYEVPVLNSPTVVAKAREQYGCATLT 289  

LbrM.10.1630    237 AVGVVNIPTAYIQSAYDQIMVRTVAHEVAHALGFDLTAFDALELIHDVKDLRERNYEVPVLSSPTVVAKAREQYGCTTLT 316  

LbrM.10.1610    237 AVGVINIPAVNIRSPYDQLMIRTVAHEVAHALGFNRIFFDSFGMVTAAIGIRGKDYYAPVLNTPTVVTKAREQYGCTLLS 316  

LmjF.10.0470    239 AVGVINIPAANIASRYDQLVTRVVTHEMAHALGFSGPFFEDARIVANVSNVRGKNFDVPVINSSTAVAKAREQYGCDTLE 318  

LmjF.10.0460    239 AVGVINIPAANIASRYDQLVTRVVTHEMAHALGFSGPFFKDARIVASVPNVRGKNFDVPVINSSTAVAKAREQYGCDTLE 318  

                                             ________  

LinJ.10.0500    236 AVGVINIPAANIASRYDQLVTRVVTHEMAHALGFSVGFFEGARILESISNVRHKDFDVPVINSSTAVAKAREQYGCDTLE 315  

LinJ.10.0510    236 AVGVINIPAANIASRYDQLVTRVVTHEMAHALGFSGTFFTEILLVTQMMNIRGKDFNVSVINSSTAVAKAREQYGCDTLE 315  

 

 

                                                                                       *      *        

LbrM.10.0590    306 YLEVEDQGGSGSAGSHLKGRNAKDELMAPASAAGYYTNLTMAVFEDLGFYKADFTKAEVMPWGRNASCDFLTKKCMERNI 385  

LbrM.10.0610    316 YLEVEDQGGSGSAGSHLKGRNAKDELMAPASAAGYYTALTMAVFEDLGFYKADFSMAEVMPWGRNASCDFITNKCMEDNI 395  

100520PCR       308 FLELEDTGGGSTAGSHLKMRNAKDELMAPAVTAGYYTALTMAVFQDLGFYQVDFSMAEVMPWAEHASCDFITNKCMVNNI 387  

LbrM.10.0540    290 FLEVEDTGDGSTAGSHLKRRNAKDELMAPVMGAGYYTALTMATFEDFGFYRVDFTKAEVMPWAEHASCDFITNKCMEDNI 369  

LbrM.10.1630    317 FLELEDTGGSGFAGSHLKGRNAKDELMAPASDAGYYTNLTMAVFQDFGFYKADFTKAEVMPWANLASCDFITKKCMENNI 396  

LbrM.10.1610    317 FLELEDKGGFASLGSHLKGRNAKDELMSSVVKGGYYTALTMAVFQDLGFYQADFSMAEVMPWAYLATCDFLTNKCMERNI 396  

LmjF.10.0470    319 YLEVEDQGGAGSAGSHIKMRNAQDELMAPAAAAGYYTALTMAIFQDLGFYQADFSKAEVMPWGQNAGCAFLTNKCMEQNI 398  

LmjF.10.0460    319 YLEVEDQGGAGSAGSHIKMRNAQDELMAPAAAAGYYTALTMAIFQDLGFYQADFSKAEVMPWGQNAGCAFLTNKCMEQSV 398  

LinJ.10.0500    316 YLEIEDQGGAGSAGSHIKMRNAQDELMAPAAAAGYYSALTMAIFQDLGFYQADFSKAEVMPWGRNAGCAFLSEKCMERNI 395  

LinJ.10.0510    316 YLEIEDQGGAGSAGSHIKMRNAKDELMAPAAAAGYYSALTMAIFQDLGFYQADFSKAEVMPWGRNAGCAFLSEKCMERNI 395  

                                   _ 

                           * 

                         Cf C’i     *         *                              *          * 

LbrM.10.0590    386 TQWPEMFCNTDENALRCPTDRLGLGGCIVLTHT-SVPQYFQYFTDPTLTGLSDFMDYCPTVVPYDDGSCAQRASETSSDM 464  

LbrM.10.0610    396 TQWPEMFCNTTERRYRCPTDRLKLGTCGIRTYSTPMPTYFQYFTNAFLGGFSEFLDYCPFIVDYSNGACNQDPSMASPSL 475  

100520PCR       388 TQWPGMFCNSTESLYRCTSDRLKIGRCIIVTHDDPLPTYFQYFTEPSVGGRLTFMDFCPLVIGYSNTACDQDPSTAPSFF 467  

LbrM.10.0540    370 TQWPEMFCNSTESSYRCPTQRLKIGRCSIATYDDPLPTYFQYFTKTSLGGSSEFMDFCPIIVGYSNIACNQDPSTASPAL 449  

LbrM.10.1630    397 TQWPEMFCNTTERRYRCPSDRLKIGTCSIVKHDNPLPTYFRYFTKTSVGGSTEFMDYCPIIVPYGTAACNQDPSTASPSL 476  

LbrM.10.1610    397 TQWPGMFCNTTDVLLRCSTDRLTLGTCKFTQRKRPLPTYFQYFTDSFIGGFSPFMDYCPYVDTYPDGACNQDPSMASPSL 476  

LmjF.10.0470    399 TQWPAMFCNESEDAIRCPTSRLLLGTCGIREYELPLPRYWQYFTNASLGGYSPFLDYCPFVIDYADGSCNQDASSAEEFF 478  

LmjF.10.0460    399 TQWPAMFCNESEDAIRCPTSRLSLGACGVTRHP-GLPPYWQYFTDPSLAGLSAFMDYCPVVVPYSDGSCTQRASEAHASL 477  

LinJ.10.0500    396 TKWPAMFCNENEVTMRCPTSRLSLGKCGVTRHP-DLPPYWQYFTDPSLAGISAFMDCCPVVEPYGDGSCAQRASEAGAPF 474  

LinJ.10.0510    396 TKWPAMFCNENEVTMRCPTSRLMVGTCGIRGYSTPFSLYWQYFTNASLGGYSPFLDYCPFVIGYSDGSCNQDASLAAGFF 475  

 

 

                               *                    *    *                   *                   

LbrM.10.0590    465 QAFNVFSDAARCLDGAFRPT-TTREDVTYAGMCANVKCDTAARTYSVQVRGSSGYVACTPGESVELATLSAAFVNGSYIT 543  

LbrM.10.0610    476 QAFNVFSDAARCFDGVFQPRNSNARSEPNNALCANVMCDTAARTYSVQVRGSSGYVACTPGESIDLATLSAAFVNGSYIT 555  

100520PCR       468 KEFNVFSDSSRCFDGTFRPKHDTEPPGPYNGMCANVKCDRDHHTYSVQVRGSTGYVACTPGERLDLATLSTTFVEGSYIM 547  

LbrM.10.0540    450 MEFNVFSDSSRCFDGTLTPKHNTGPYEQYNALCANVMCDRAHHTYSVEVRGSSGYVACTPGERVELTTISTAFVEGSYIT 529  

LbrM.10.1630    477 KEFSVFSDASRCLDGAFTPKHSTGPPGPYNGLCANVKCDRAHHTYSVQVYGSSGYVACTPGQRLELATTSTAFVEGSYIM 556  

LbrM.10.1610    477 QAFNVFSDAARCLDGVFRPKHGIVHGNHYNGLCANVKCDRVHHRYSVQVYGSSGYVACTPGQSIELATTSDAFVEGSYIM 556  

LmjF.10.0470    479 TAFNVFSDAARCIDGAFRPKATNGIVKSYAGLCANVQCDTATRTYSVQVHGSNDYTNCTPGLRVELSTVSKTFEEGGYIT 558  
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LmjF.10.0460    478 LPFNVFSDAARCIDGAFRPKATDGIVKSYAGLCANVQCDTATRTYSVQVHGSNDYTNCTPGLRVELSTVSNAFEGGGYIT 557  

LinJ.10.0500    475 KGFNVFSDAARCIDGAFRPKTSHGIIKSYAGLCANVRCDTATRTYSVQVHGGSGYANCTPGLRVELSTVSSAFEEGGYIT 554  

LinJ.10.0510    476 SAFNVFSDAARCIDGAFRPKNRTAANGYYAGLCANVRCDTATRTYSVQVRGSMDYVNCTPGLRVELSTVSSAFEEGGYIT 55 

 

                    

                                                      

                    *      *        +                +             C’f    

LbrM.10.0590    544 CAPYVEVCQANVQGATS--------------SGNAAAGRRGPRAAATALLVAALLAIACA-------------------- 589  

LbrM.10.0610    556 CAPYVEVCQANIKGLIDFE---------RDAADTAAMRQWSERMYVLATVTAVLLGIVLAAMAGLVVGLLVISLS----- 621  

100520PCR       548 CPPYVEVCQA---------------------------------------------------------------------- 557  

LbrM.10.0540    530 CAPYVEVCQANIKGVIDFE---------RDAADTAAV------------------------------------------- 557  

LbrM.10.1630    557 CPLYVEVCQANIKGVIDFE---------GDAADTAAV------------------------------------------- 584  

LbrM.10.1610    557 CPLYVEVCQANIKGVIDFE---------GDAADTAAV------------------------------------------- 584  

LmjF.10.0470    559 CPPYVEVCQGNVQAAKDFDGDSDSSSSSSDAADKAAIERWNERMAGLATAATVLLGVVLSLMALVVVWLLLVSCPRWCCK 638  

LmjF.10.0460    558 CPPYVEVCQGNVQAAKD--------------GGNTAAGRRGPRAAATALLVAALLAVAL--------------------- 602  

LinJ.10.0500    555 CPPYVEVCQGNVQAAKD--------------GGNAAAGRRGPRAAATALLVAALLAVAL--------------------- 599  

LinJ.10.0510    556 CPPYVEVCQANVKGAKDFAGDSDSSSSAGDAADRAAMQRWNDRMAGLATAAMVLLGMVLSLMALVVVWLLLLTCPWWCCK 635  

 

LbrM.10.0590    589 ------ 589  

LbrM.10.0610    621 ------ 621  

100520PCR       557 ------ 557  

LbrM.10.0540    557 ------ 557  

LbrM.10.1630    584 ------ 584  

LbrM.10.1610    584 ------ 584  

LmjF.10.0470    639 VGGLPT 644  

LmjF.10.0460    602 ------ 602  

LinJ.10.0500    599 ------ 599  

LinJ.10.0510    636 FGGLPT 641  

 

 

               +: Sítio de ligação GPI           

               HEXXHXXGXXH – sunlinhado 

                                                     

               X = Sitio de remoção – peptídeo sinal         

               O = Sítio de remoção – pró-peptideo 

               * = cisteinas 

 

 

 



85 

  

ANEXO B – PARECER DO COMITE DE ÉTICA 
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ANEXO C – ARTIGO PUBLICADO 
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