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“Seu foco determina a sua realidade”

Qui-Gon Jin — Star Wars Episodio I: A Ameaga Fantasma



Resumo

A Leishmaniose ¢ um problema de satde publica observada em diversos paises, sendo
considerada pela Organizacio Mundial de Saude (OMS) uma das 10 doengas tropicais
negligenciadas. Ela é causada por parasitas do género Leishmania que afeta tanto os seres
humanos como vdarios animais. A leishmaniose apresenta trés manifestagdes clinicas,
Leishmaniose cutanea (LC), Leishmaniose muco-cutanea e Leishmaniose visceral (LV), esta
ultima ¢ a forma mais grave da doencga. A sintomatologia da LV ¢ inespecifica e inclui febre,
hepatomegalia, esplenomegalia, diarreia, perda de peso e palidez de mucosas. O diagnéstico
precoce diminui as taxas de morbidade e mortalidade da LV, que pode chegar até 90% se
ndo tratada. Seu diagndstico € realizado através da associacdo dos sinais clinicos, aspectos
epidemioldgicos aliados aos exames parasitologicos e/ou soroldgicos. Um teste diagnodstico
especifico e com alta sensibilidade ¢ muito importante para se evitar reagdes cruzadas com
outras doengas infecciosas e parasitarias de sintomatologia semelhante. Considerando que
os testes sorologicos atuais possuem eficacia variavel, o desenvolvimento de pesquisas para
alcangar um diagnostico com maior acurdcia € necessario. Essa precisdo pode ser alcancada
utilizando-se antigenos que proporcionem especificidade na deteccdo do parasito. Deste
modo, o objetivo deste trabalho foi buscar e analisar genes espécie-especificos no genoma
de Leishmania infantum por meio de ferramentas de Bioinformatica, como BLAST/NCBI,
BepiPred, UniProt, CDD e AlphaFold. Os genes candidatos mais promissores obtidos na
etapa de andlise in silico foram isolados do genoma de L. infantum (cepa HUUFS14) para
serem clonados em vetor pET28a e expressos como proteina recombinante de forma
heter6loga em bactéria (Escherichia coli). Ao final, trés genes de interesse,
LINF 070006600, LINF 310021300 e LINF 310031700 foram submetidos a testes de
expressdo piloto. Os produtos desses genes sdo proteinas hipotéticas com peso molecular de
14, 15 e 36 kDa respectivamente, com possivel fungdo no meio extracelular pois foi
identificada a presenga de peptideo sinal (LINF 070006600) e um sitio de dominio
transmembrana (LINF 310021300 e LINF 310031700). Apenas a expressdo da proteina
recombinante LINF0700 foi observada, porém com tamanho pouco acima do predito. Esse
trabalho foi importante para se identificarem genes exclusivos de L. infantum e, a proteina
recombinante expressa podera ser utilizada em estudos futuros para buscar novas alternativas
para o diagnostico soroldgico da leishmaniose visceral.

Palavras chave: Leishmaniose visceral, Leishmania infantum, predicao in silico, antigeno
recombinante.



Abstract

Leishmaniasis is a public health problem observed in several countries, being considered by
the World Health Organization (WHO) one of the 10 neglected tropical diseases. It is caused
by Leishmania parasites that affect both humans and animals. Leishmaniasis has three
clinical manifestations, Cutaneous Leishmaniasis (CL), Mucocutaneous Leishmaniasis
(MCL) and Visceral Leishmaniasis (VL), the latter is the most severe form of the disease.
The symptomatology of VL is nonspecific and includes fever, hepatomegaly, splenomegaly,
diarrhea, weight loss and pale mucous membranes. Early diagnosis decreases VL morbidity
and mortality rates, which can reach up to 90% if left untreated. Its diagnosis is done through
the association of clinical signs, epidemiological aspects combined with parasitological
and/or serological tests. A specific diagnostic test with high sensitivity is very important to
avoid cross-reactions with other infectious and parasitic diseases with similar symptoms.
Considering that current serological tests present variable effectiveness, studies to reach a
more accurate diagnosis is necessary. This precision can be achieved using antigens that
provide specificity in parasite detection. Thus, the aim of this study were to perform in silico
predictions of potential antigens by searching species-specific genes in genome of
Leishmania infantum using Bioinformatics tools, such as BLAST/NCBI, BepiPred, UniProt,
CDD and AlphaFold. The most promising candidate genes obtained in the in silico analysis
step were isolated from the genome of HUUFS14 L. infantum strain, cloned in pET28a
vector and expressed as recombinant protein in bacterial system (Escherichia coli).
Afterwards, three genes of interest, LINF 070006600, LINF 310021300 and
LINF 310031700 were submitted to recombinant protein expression test. The products of
these genes are hypothetical proteins and unknow function, with a molecular weight of 14,
15 and 36 kDa respectively. Possibly, they act in the extracellular environment, because the
presence of a signal peptide (LINF 070006600) and a transmembrane domain site
(LINF 310021300 and LINF 310031700) were identified. Only the expression of the
LINF0700 recombinant protein was observed, but with a size above the expected. This work
was important for identifying genes exclusive to L. infantum, and the expressed recombinant
protein could be used in future studies to evaluate new antigens for serological diagnosis of
visceral leishmaniasis.

Keywords: Visceral leishmaniasis, Leishmania infantum, in silico prediction, recombinant

antigen.
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1. INTRODUCAO

1.1. LEISHMANIOSE

A Leishmaniose ¢ uma doenga causada por protozodrios parasitas do género
Leishmania, familia Trypanosomatidae, que afetam os seres humanos e varios animais
(CHAPPUIS et al. 2007; RANA EL et al. 2018; ANVERSA et al. 2018). De maneira geral,
a Leishmaniose pode ser definida como zoondtica ou antroponoética, dependendo se o
reservatorio natural do parasita ¢ animal ou o proprio humano, respectivamente (WHO 2018;
STEVERDING 2017). A doenga consiste em trés principais manifestagdes clinicas:
Leishmaniose cutanea, Leishmaniose muco-cutanea ¢ Leishmaniose visceral (RANA EL et
al. 2018; CHAPPUIS et al. 2007). A definicdo da manifestacao clinica depende da presenga
de sintomas viscerais, cutdneos € mucosos, resposta imune do paciente e espécie do parasito
(PAHO 2021). A forma cutanea ¢ a mais comum, contudo a Leishmaniose Visceral (LV) ¢
a mais severa podendo levar o paciente a Obito se ndo for tratada (WHO 2018;
STEVERDING 2017; WHO 2017).

Segundo a OMS a Leishmaniose ¢ uma das 10 doengas tropicais negligenciadas, com
distribuicao mundial, observada em varios paises (WHO 2018; PAHO). No mundo, cerca de
350 milhdes de pessoas vivem em areas consideradas endémicas, ou seja, com transmissao
ativa da doenca e, aproximadamente 14 milhdes de pessoas sdo afetadas diretamente pela
leishmaniose (WHO 2018).

A Tabela 1 apresenta as principais espécies de Leishmania identificadas como agentes

etiologicos de leishmanioses em seres humanos no continente americano.

Tabela 1: Espécies de Leishmania reconhecidas como agentes etiologicos das leishmanioses

humanas nas Américas. Adaptado de Atlas Interativo de Leishmanioses nas Américas, 2021.

Espécie Descricao Paises em que ja houve registro

Leishmania Nicolle, 1908 (sin. Leishmania | Todos os paises com registro de casos de
infantum chagasi Cunha e Chagas, 1937) |leishmaniose visceral humana ou canina

Belize, Colombia, Costa Rica, Equador,

Leishmania Biagi, 1953 (sin. Leishmania Guatemala. Honduras. México. Panama
mexicana pifanoi Medina e Romero, 1959) Repiiblica i)ominican’a o Vene’zuela ’
. . Lainson e Shaw, 1972 (sin. Bolivia, Brasil, Colombia, Costa Rica,

Leishmania

Leishmania garnhami Scorza, et | Equador, Guiana Francesa, Panama, Peru,

amazonensis .
al, 1979) Suriname ¢ Venezuela
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Lezshmama' Bonfante-Garrido, 1980 Venezuela
venezuelensis
Argentina, Belize, Bolivia, Brasil, Colombia,
Leishmania . Costa Rica, Equador, Guatemala, Honduras,
. Vianna, 1911 L . .
braziliensis Nicaragua, Panamad, Paraguai, Peru e
Venezuela
Leishmania |, 1913 Peru
peruviana
Leishmania Brasil, Bolivia, Codmbia, Equador, Guiana
. Floch, 1954 Francesa, Guiana, Peru, Suriname e
guyanensis
Venezuela
Lezshmamg Lainson e Shaw, 1972 CQIOI’I}bl&, Costa R}C&, Equador, Honduras,
panamensis Nicaragua, Panamé e Venezuela
Leishmania Silveira, Shaw, Braga e Bra’sﬂ., princip almente ha Ieglao amazonica,
. . . Bolivia, Colombia, Equador, Guiana
lainsoni Ishikawa, 1987 .
Francesa e Suriname
Leishmania Lainson, Braga, de Souza, Brasil, principalmente na regido amazonica, €
shawi Povoa, Ishikawa e Silveira, 1989 | Equador
iz%zmama Lainson e Shaw, 1989 Brasil, Equador, Guiana Francesa e Suriname
L.elshmamcf Silveira, et al., 2002 Brasil - Estado do Para
lindenbergi

Os tripanosomatideos sdao divididos em heteroxénicos e monoxénicos. Os
heteroxénicos necessitam de dois hospedeiros, um invertebrado (inseto vetor) e um
vertebrado ou uma planta. J4 os monoxénicos completam todo o seu ciclo de vida em
hospedeiros invertebrados, geralmente insetos. Na subfamilia Leishmaniinae, o tinico género
dixénico ¢ de Leishmania (KOSTYGOV e YURCHENKO 2017). Contudo, nos ultimos
anos relatos de co-infeccdo de tripanosomatideos monoxénicos com Leishmania em
humanos tem ocorrido com mais frequéncia, seja em manifestacdes cutdneas ou viscerais
(BOUCINHA et al. 2022). Como os achados de co-infec¢do com tripanosomatideos
monoxénicos foram inicialmente identificados em individuos imunocomprometidos a
condi¢do imunossuprimida do paciente era considerada facilitador para o estabelecimento
da infecgdo. Em 1998 Pacheco et al. identificaram formas amastigotas em aspirado de
medula de paciente imunossuprimido e com sintomas de LV. As andlises das amostras
revelaram homologia com Leptomonas pulexsimulantis (tripanosomatideo monoxénico

parasita de pulgas de caes) (PACHECO et al. 1998).
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No Brasil, em 2019, Maruyama et al. isolaram um parasito de um caso fatal de LV
resistente ao tratamento. O paciente possuia diagnostico negativo para HIV, portanto ndo era
imunocomprometido. Através de abordagens em testes moleculares e sequenciamento de
todo o genoma foi identificado que o parasito isolado estd mais relacionado a espécie
Crithidia fasciculata do que com o género Leishmania (MARUY AMA et al. 2019). Assim,
apesar de pouco relatado, outras espécies da subfamilia Leishmaniinae podem estar

envolvidas em casos de leishmanioses.

1.2. CICLO DE VIDA DO PARASITA

Leishmania spp. ¢ um parasita heteroxénico, possuindo hospedeiros invertebrados e
vertebrados. O ciclo de vida do protozoario envolve, além do parasita, os vetores de
transmissao (hospedeiros invertebrados) e os reservatorios (hospedeiros vertebrados), que
variam de acordo com a regido geografica (ANVERSA ef al. 2018; DANTAS-TORRES e
BRANDAO-FILHO 2006). Os hospedeiros vertebrados incluem varios mamiferos, como
roedores, caes, marsupiais e primatas, incluindo os humanos. No Brasil a leishmaniose
visceral ¢ causada pela espécie Leishmania infantum.

Os protozoarios do género Leishmania possuem duas formas morfologicas distintas,
sendo especificas para cada tipo de hospedeiro (invertebrado ou vertebrado). A forma
promastigota, que ¢ alongada, possui flagelo e, por isso, sdo células moveis e vivem no meio
extracelular. E a forma encontrada dentro do tubo digestivo do hospedeiro invertebrado
(dipteros da familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae). J4 a forma amastigota é oval
ou esférica e ndo apresenta flagelo, sendo encontrada no hospedeiro vertebrado. A forma
amastigota ¢ intracelular e se multiplica no interior das células do sistema fagocitico
mononuclear do hospedeiro (VAN GRIENSVEN e DIRO 2019).

Algumas espécies de Leishmania possuem circulagdo mais restrita ao ambiente
silvestre, enquanto outras, como a L. infantum e a L. braziliensis j4 estdo adaptadas a ciclos
peridomésticos (PAHO 2021). A transmissdao das leishmanioses ocorre principalmente
através da picada do flebotomineo hematofago (fémeas), porém em raros casos outras formas
de transmissdo também ja foram relatadas, como transmissdo congénita, por transfusao de
sangue, e compartilhamento de seringa entre usuarios de drogas (ANVERSA et al. 2018).

O principal vetor de Leishmania infantum no Brasil ¢ a fémea do flebotomineo

Lutzomyia longipalpis e os principais reservatorios do protozoario atualmente sdo os caes.
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O contato proéximo entre cdes € humanos eleva o risco de transmissdo do parasita e a
manuten¢do do seu ciclo de vida (DANTAS-TORRES e BRANDAO-FILHO 2006;
SAVOIA 2015).

O ciclo se inicia quando ao se alimentar, o flebotomineo fémea infectado injeta a forma
promastigota metaciclica no hospedeiro vertebrado (ANVERSA et al. 2018). No hospedeiro
vertebrado o parasito em sua forma promastigota ¢ fagocitado por macrofagos e outras
células do sistema monocitico fagocitario e se transforma em amastigota. Apds essa
transformagao o parasito se multiplica de forma intensa até que ocorra a ruptura da célula e
as amastigotas liberadas infectam novas células do sistema fagocitico mononuclear para
continuarem a se multiplicar (ANVERSA et al. 2018; STEVERDING 2017). O
flebotomineo se infecta ao se alimentar do sangue do hospedeiro vertebrado infectado e, no
trato digestivo do inseto, as formas amastigotas se transformam na forma promastigota
prociclica. No intestino do vetor, a célula promastigota prociclica recém formada se
multiplica e passa por diversos estagios até atingir a forma promastigota metaciclica, que ¢
a forma infecciosa para o hospedeiro vertebrado, entdo migra para a valvula faringea do
inseto e quando ocorrer o novo repasto sanguineo o flebotomineo regurgita o contetudo,
juntamente com a inoculagdo de saliva, transmitindo o parasito para o hospedeiro vertebrado

(ANVERSA et al. 2018), reiniciando o ciclo (Figura 1).

Estagios hospedeiro invertebrado Estagios hospedeiro vertebrado

Picada do inseto (injeta

Promastigotas prqcicliCSS S€  promastigotas na pele) a Promastigotas sdo fagocitadas por
multiplicam e se diferenciam macréfagos

em promastigotas
metaciclicas

N wealk ¢ o B

Promastigotas se transformam em
amastigotas (no interior da célula)

o Amastigotas se transformam em
promastigotas prociclicas no intestino do
inseto

Células se rompem liberando as
formas amastigotas que irdo
infectar outras células em

e ®e varios tecidos
Macrofagos infectados 0 Picada do inseto (ingere
sangue se rompem, macrofagos infectados com
liberando as amastigotas amastigotas)

Figura 1: Ciclo bioldgico de Leishmania spp. Adaptado de Centers for Disease Control and

Prevention Image Library.
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1.3. LEISHMANIOSE VISCERAL

A Leishmaniose visceral ¢ uma doenga cronica sistémica encontrada principalmente
em regides tropicais e subtropicais que atinge preferencialmente a medula Ossea, baco,
figado e linfonodos. O espectro da doenga pode variar desde uma infec¢ao assintomatica até
casos mais graves que levam a risco de morte. O periodo de incubacdo pode variar de dias
até anos, mas a maioria dos casos se manifesta entre dois e seis meses (PAHO ; VAN
GRIENSVEN e DIRO 2019).

Dentre os sintomas clinicos podemos citar febre, hepatomegalia, esplenomegalia,
diarreia, perda de peso e palidez de mucosas (STEVERDING 2017; SAVOIA 2015). Os
exames laboratoriais podem apresentar diferentes graus de anemia, trombocitopenia e
leucopenia, hipoalbuminemia e hipergamaglobulinemia (ANVERSA et al. 2018). Porém, as
manifestagdes clinicas e resultados laboratoriais dependem do parasita, do status
imunolégico do hospedeiro e da resposta imunoinflamatéria (EHAB KOTB et al. 2014).
Quando a resposta imunologica do hospedeiro ndo consegue controlar a expansido do
parasita, o individuo desenvolve a forma ativa da doenga que pode assumir formas graves,
principalmente se associada a outros fatores como desnutri¢do ou infecgdes concomitantes.
Contudo, a ocorréncia de casos assintomaticos dificulta a correta identificagdo dos casos
durante analises epidemiologicas (LEVEQUE et al. 2020).

Atualmente 90% dos casos de LV registrados na América Latina ocorrem no Brasil,
tendo sua maior ocorréncia nos estados das regidoes Nordeste, Sudeste e Norte (Figura 2)

(MS 2022).
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Leishmaniose Visceral
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Figura 2: Numero de casos de Leishmaniose visceral no Brasil e por regido entre 2012 ¢ 2021.
Adaptado de Sinan/SVS/MS.

Mesmo quando tratada a Leishmaniose Visceral pode resultar em uma taxa até 10%

de 6bitos, com a maioria das mortes sendo causadas por infecgdes bacterianas concomitantes

ou hemorragias (ANVERSA et al. 2018). Portanto, o diagnostico precoce € essencial para a

prevencdao da morbidade e mortalidade. A Figura 3 mostra a taxa de letalidade da

Leishmaniose visceral no Brasil entre os anos de 2012 a 2021.
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Figura 3: Taxa de letalidade por Leishmaniose Visceral. Brasil 2012 a 2021. Fonte:

SVS/MS.
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1.4. DIAGNOSTICO

O diagnostico da Leishmaniose Visceral € realizado através da associacao dos sinais
clinicos caracteristicos da doenca e aspectos epidemiologicos aliados com os exames
parasitologicos e/ou sorologicos (WHO 2020). Quando ndo tratada a Leishmaniose visceral
possui taxas de obito extremamente elevadas. Por essa razao o diagnostico eficiente e rapido
¢ fundamental para garantir a eficacia do tratamento e devolver qualidade de vida para o
paciente (PAHO). Um teste diagnostico especifico e com alta sensibilidade ¢ importante para
se fazer um diagnostico diferencial, pois varias doengas possuem sintomatologia semelhante
a de Leishmaniose Visceral, como por exemplo, malaria, febre tifoide, doenca de chagas,
dentre outras doengas infecciosas (ANVERSA et al. 2018).

Os exames laboratoriais para o diagnostico da LV podem ser: parasitologicos,
sorologicos ou moleculares. Os exames parasitologicos consistem na identificag¢do direta do
parasita em tecidos infectados, através de aspirados de medula 6ssea, bago e figado (PAHO
; VAN GRIENSVEN e DIRO 2019; SAVOIA 2015; EHAB KOTB et al. 2014). Sao
procedimentos invasivos e, portanto, possuem indica¢ao limitada devido ao elevado risco de
hemorragia. Também apresentam baixa sensibilidade (53-86%) e ndo sdo possiveis de serem
realizados em larga escala, devido ao tempo necessario para a execucdo do teste e obtencao
do resultado, dificultando assim sua aplicagido (FARAHMAND e NAHREVANIAN 2016).
Testes moleculares tém apresentado resultados promissores, porém nao sao muito utilizados
na rotina clinica de diagnéstico devido ao seu alto custo, necessidade de infraestrutura
laboratorial e mao de obra altamente especializada. Essas técnicas moleculares estdo mais
restritas a atividades de pesquisa ou casos especificos.

Atualmente existem vdrios testes sorologicos disponiveis para o diagnostico da
Leishmaniose Visceral, como o Teste diagnostico rapido (RDT) que utiliza o antigeno
recombinante rK39, Imunofluorescéncia Indireta (IFI), Aglutinagdo Direta (DAT) e o
Imunoensaio enzimatico (ELISA) que sdo muito utilizados e consistem em ferramentas
importantes para o diagnostico (EHAB KOTB et al. 2014; PAHO). Esses testes sao
considerados faceis de executar e ndo requerem equipamentos sofisticados quando
comparados com os testes moleculares, o que viabiliza a sua utilizagao.

No Brasil a maioria dos testes soroldgicos convencionais utiliza uma mistura complexa
de preparagdes de antigenos soluveis ou totais de Leishmania (todo o parasita). Porém,

quando antigenos soluveis sao utilizados nos testes soroldgicos estes testes ficam menos
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especificos devido a reagdes cruzadas com outras doengas parasitdrias (FARAHMAND e
NAHREVANIAN 2016). De acordo com BOELAERT et al. um teste diagndstico ideal deve
apresentar sensibilidade de 95% e especificidade de 98% (BOELAERT et al. 2007). Em um

estudo, FREIRE et al. testaram o desempenho de testes diagnosticos disponiveis no Brasil.

Eles utilizaram 236 amostras de soro de pacientes com manifestagdes clinicas de LV,

incluindo pacientes co-infectados com HIV. Além dos testes disponiveis, testaram o kit

Kalazar Detect que foi utilizado no Brasil entre 2009 e 2014 e também um prototipo de teste

de aglutinagdo direta (DAT-LPC) produzido pelo Instituto René Rachou/Fiocruz
(IRR/Fiocruz) (FREIRE et al. 2019). A Tabela 2 apresenta os resultados encontrados no
trabalho.

Tabela 2: Performance dos kits de diagndstico de Leishmaniose Visceral diponiveis no Brasil.

Adaptado de Freire et al. 2019.

Pacientes nao infectados com HIV

Pacientes infectados com HIV

Kit Fabricant Métod
diagnostico abricante €t0do | Sensibilidade Especificidade | Acuracia | Sensibilidade | Especificidade | Acuricia
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Leishmania

ELISA IgG + | Vircell S. L. ELISA 71,5 93,7 85,5 63,2 97,4 80,5

IgM

Ridascreen

Leishmania R-Biopharm AG ELISA 93,8 77,2 85,5 78,9 89,7 84,4

Ab

NovaLisa Novatec

Leishmania Immunodiagnostica | ELISA 86,3 96,2 91,2 65,8 94,9 80,5

infantum 1IgG | GMBH

IF1 Fundagdo Oswaldo

Leishmaniose | oo o¢80 USW IFAT 86,3 82,3 84,3 60,5 89,7 753
Cruz

Humana

Leishmania .

IFA 1gG Vircell S. L. IFAT 78,8 96,2 87,4 60,5 92,3 76,6

IT LEISH BIO_RAD. rK39-I1CT 96,3 96,2 96,2 63,2 97,4 80,5
Laboratories, Inc.

Kalazar Detect | 1S rK39-ICT 92,5 94,9 93,7 474 97,4 72,7
International, Inc.

DAT-LPC IRR / Fiocruz DAT 93,8 97,5 95,6 89,5 89,7 89,6

Deste modo, estudos utilizando proteinas recombinantes vem sendo realizados para

melhorar a sensibilidade e a especificidade dos testes soroldgicos e uma variedade de

proteinas recombinantes demonstrou eficdcia no diagnostico de leishmaniose em caes, o
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principal reservatério (VAN GRIENSVEN e DIRO 2019). De maneira geral, os testes
sorologicos atualmente usados para diagnosticar a leishmaniose apresentam eficacia
variavel, o que indica a necessidade de novos estudos para alcangar um resultado de
diagnostico mais seguro (VAN GRIENSVEN e DIRO 2019). Uma grande vantagem para a
melhoria dos testes sorologicos de diagnostico € o fato da coleta de amostra ser baseada na
puncdo venosa para obtengdo de uma aliquota de sangue. Sendo assim s3o menos invasivos
e apresentam menos riscos ao paciente quando comparada aos outros tipos de testes, como
o0 parasitologico, que necessita de bidpsias de pele (formas cutaneas) ou aspirados de medula

Ossea (forma visceral).

1.5. CONTEXTO E RELEVANCIA DO ESTUDO

A busca por novas proteinas capazes de estimular a resposta imunoldgica nos pacientes
ajuda no desenvolvimento de testes mais sofisticados e especificos. Para esse proposito
varios antigenos recombinantes estao sendo testados (LEDESMA et al. 2017; DE SOUZA
et al. 2013; SANTOS et al. 2021; YAGHOUBI et al. 2021; CARVALHO et al. 2002).
Abordagens através de bioinformatica e imunoprotedmica tém sido utilizadas para se
descobrir antigenos mais especificos que tornem a detec¢do mais sensivel (HE et al. 2019;
CARABALLO-GUZMAN et al. 2021). Essa estratégia permite a busca racional de proteinas
antigénicas além de apontar regides desses alvos (epitopos de células B) que podem
determinar a antigenicidade e a especificidade para o reconhecimento dos alvos por
anticorpos no soro de pacientes.

O presente trabalho utilizou os genomas de Leishmania infantum disponiveis no banco
de dados TriTrypDB (AMOS et al. 2021) para realizar buscas de genes espécie-especificos
do parasita. Os genes identificados foram avaliados em outros bancos de dados (como o
GeneDB (LOGAN-KLUMPLER et al. 2012) e BLAST/NCBI (JOHNSON ef al. 2008)) para
a selecao dos candidatos mais promissores. Em seguida, ferramentas de bioinformadtica
foram utilizadas para avaliar a sequéncia de nucleotideos de cada gene e a sequéncia de
aminodcidos das proteinas codificadas por eles. Essa etapa teve a finalidade de identificar,
por meio de predigdo e analises in silico, as proteinas com maior potencial de serem
reconhecidas pelo hospedeiro infectado. O estudo dessas proteinas pode fornecer
importantes informagdes que podem ser utilizadas ndo somente para o desenvolvimento de

futuros testes diagndsticos, mas também para o desenvolvimento de vacinas.
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Ap0s a selegdo dos genes candidatos, eles foram isolados e posteriormente clonados
em sistema pET28a - Escherichia coli. A confirmagdo da clonagem realizada foi realizada
por meio de sequenciamento do plasmideo recombinante.

A expressao heterdloga de proteinas permite que organismos que ndo expressam uma
proteina de interesse possam sintetizd-la em larga escala, possibilitando o seu uso para
diversas finalidades. Neste trabalho o sistema de expressdo escolhido foi o da bactéria E.
coli, devido ao baixo custo, rapidez e quantidade de proteina que a bactéria ¢ capaz de
produzir.

O sucesso na expressdo de algumas dessas proteinas abre possibilidade de novos
estudos visando a purificagdo e posterior uso em testes com soros de pacientes humanos e

animais para avaliar o seu potencial para o diagndstico da leishmaniose visceral.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral analisar o genoma de Leishmania infantum para

identificar genes espécie-especificos do parasita que codifiquem proteinas que possam ser

testadas como possiveis alvos para diagnostico sorologico da leishmaniose visceral.

Os objetivos especificos foram:

Identificar genes espécie-especificos de L. infantum no banco de dados TriTrypDB;
Analisar por meio de ferramentas de bioinformatica, os genes de interesse e seus
produtos para identificacdo dos alvos mais promissores;

Amplificar o DNA dos genes de interesse selecionados por meio de PCR;

Clonar o fragmento de DNA de interesse em sistema recombinante de clonagem
pET28a-Escherichia coli;

Expressar os genes clonados para obten¢ao de proteina recombinante.
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3. METODOLOGIA

A Figura 4 apresenta um fluxograma de etapas e atividades executadas na realizagdo

deste trabalho.

Identificacdo de
genes especificos
de L. infantum

Desenho d

0s primers

Figura 4: Etapas realizadas na execugao do trabalho.
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3.1. DEFINICAO E ANALISE DOS GENES DE INTERESSE

3.1.1. Identificacio dos genes exclusivos de L. infantum

As sequéncias de nucleotideos de genes exclusivos de Leishmania infantum foram

identificadas e analisadas utilizando o Banco de Dados TriTrypDB (AMOS et al. 2021)

(https://tritrypdb.org/tritrypdb/app). Foram escolhidos genes que codificassem proteinas
com peptideo sinal ou que possuissem dominio transmembrana, visto que proteinas com
essas caracteristicas sdo potencialmente “expostas” pelo parasita € com isso possuirem maior
probabilidade de serem reconhecidas pelo sistema imune humoral do hospedeiro. Os filtros

de pesquisa utilizados como estratégia de busca estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Filtros de pesquisa utilizados nas buscas por genes de L. infantum no banco de dados

TriTrypDB.
Passos Peptideo Sinal Dominio Transmembrana

Ortologia - excluindo Crithidia Ortologia - excluindo Crithidia

1 fasciculata, Tripanosoma cruzy e outras | fasciculata, Tripanosoma cruzy e outras
espécies de Leishmania. espécies de Leishmania.

2 Genes que codificam proteinas Genes que codificam proteinas

3 Presenca de peptideo sinal Presenca de dominio transmembrana

4 Auséncia de regides passiveis de Auséncia de regides passiveis de
modificac¢do pos-traducional modificacdo pos-traducional

Os resultados dessa primeira busca foram confrontados com as informagdes do banco
de dados GeneDB (LOGAN-KLUMPLER ef al. 2012), onde foram identificadas possiveis
ortologias com outros tripanossomatideos. Também foram realizadas buscas das sequéncias
tanto do gene quanto da proteina codificada utilizando a ferramenta BLAST (JOHNSON et
al. 2008) disponivel no site do NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Os dados obtidos nesta etapa foram utilizados para identificar quais os genes mais
promissores para serem localizados no genoma da cepa de L. infantum, HUUFS14, usada
pelo nosso laboratério. Essa cepa foi isolada de um paciente do sexo masculino em 2009
atendido no Hospital Universitario da Universidade Federal de Sergipe e cedida gentilmente
por Dr. Roque de Almeida e Dr. Jodo Santana da Silva. Os genes foram isolados, clonados
e posteriormente realizado a expressao heterdloga piloto da proteina recombinante. Foram

considerados parametros como o tamanho do gene (nimero de pares de bases), tamanho da
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proteina traduzida (em aminoacidos e em peso molecular) e também a localizagdo na

sequéncia dos dominios transmembrana e/ou do peptideo sinal.

3.1.2. Identificacdo de genes de interesse na cepa brasileira HUUFS14 de L. infantum

Os genes selecionados foram utilizados em uma busca por BLAST local nos genomas
das cepas de L. infantum, HUUFS14 e PP75 a fim de identificar se eles estavam presentes
nessas cepas. Foi realizado um alinhamento entre as sequéncias dos genes obtidas no genoma
de referéncia de L. infantum JPCMS5 com a sequéncia gendmica das duas cepas. Para o
alinhamento, o algoritmo blast-n encontra sequencias semelhantes localizando
correspondéncias curtas entre as sequéncias analisadas, e, ao identificar as correspondéncias
sao feitos os alinhamentos locais. O alinhamento foi realizado por meio de linha de comando
no terminal, utilizando parametros default (Expect threshold 0,05, word size 11,

Match/Mismatch Scores 2, -3, Gap costs Existense 5 Extension 2), conforme script abaixo:

$ makeblastdb -in reference genome.fasta -dbtype nucl

$ blastn -query query.fasta -db reference genome.fasta -out resultado.fasta

Onde:

reference_genome.fasta ¢ o genoma das cepas de L. infantum, HUUFS14 e PP75.
query.fasta ¢ o arquivo fasta da sequéncia do gene obtida no genoma da cepa de referéncia
de L. infantum JPCMS.

resultado.fasta ¢ o arquivo de saida com os resultados do alinhamento.

3.1.3. Analise das sequéncias das proteinas de interesse

As sequéncias de aminoacidos das proteinas recombinantes expressas foram
analisadas utilizando as ferramentas de bioinformatica disponiveis. Primeiramente foi

realizada uma avaliacao no UniProt (https://www.uniprot.org/). Essa ferramenta fornece um

recurso abrangente e de livre acesso sobre sequéncias de proteinas e anotagdes funcionais
(UniProt 2022).
Também foram realizadas analises em busca da presenga de dominios conservados na

sequéncia da proteina. Os dominios sdo uma entidade estrutural conservada, dominios
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homodlogos, ou seja, com similaridade na sequéncia geralmente apresentam fungdes comuns
e podem ser utilizados para auxiliar a predi¢do de fungdo proteica. Essa analise foi realizada
utilizando o banco de dados CDD (Conserved Domain Database) (MARCHLER-BAUER
et al. 2015) disponivel no site do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/). Com essa

ferramenta ¢ possivel identificar se a sequéncia de interesse possui dominios conservados.
Para a predi¢do da estrutura tridimensional da proteina foi utilizada a ferramenta
AlphaFold (JUMPER et al. 2021). A predicao ¢ feita com base nas caracteristicas quimicas
da sequéncia de aminoacidos e com ela ¢ possivel visualizar uma provavel conformacao
tridimensional de uma proteina.
As sequéncias das proteinas também foram analisadas através da ferramenta BepiPred

(JESPERSEN et al. 2017) (http://tools.iedb.org/bcell/) para identificacdo de possiveis

epitopos lineares reconhecidos por células B. Por fim, a sequéncia dos genes candidatos (e
as proteinas traduzidas) foram analisados com as ferramentas Graphical Codon Usage

Analyser (GCUA) (FUHRMANN et al. 2004) (https://gcua.schoedl.de/) e GenScript Rare

Codon Analysis Tool (GenScript). O GCUA foi usado para analisar os codons para a
tradugao da proteina e avaliar sua viabilidade para expressao em bactéria E. coli da linhagem
BL21(DE3). Ja a andlise do GenScript foi utilizada para verificar parametros como conteudo
das bases GC na sequéncia, a adaptagdo do codon e a frequéncia de distribuicdo do cddon.
Essas andlises levam em consideragdo o organismo onde se vai realizar a expressao
heter6loga da proteina recombinante (BIRD ez al. 2004).

Foram previstos, também, a presenca de epitopos de células T nas sequéncias das
proteinas selecionadas. As previsdes de ligacdio do Complexo Principal de
Histocompatibilidade — MHC classe Il (Major Histocompatibility Complex) foram feitas
usando a ferramenta Consensus do recurso de analise do IEDB (http://tools.iedb.org/mhcii/)
(WANG et al. 2008; WANG et al. 2010). Esta ferramenta emprega diferentes métodos para
prever epitopos MHC Classe 11, incluindo uma abordagem de consenso que combina NN-
align, SMM-align. O resultado previsto ¢ fornecido em unidades de IC50nM, quanto menor
o valor maior a afinidade. Peptideos com IC50 < 50nM sao considerados de alta afinidade.
Para cada peptideo uma classificagao de percentil ¢ gerada comparando com as pontuagdes
de cinco milhdes de peptideos aleatdrios selecionados do banco de dados SWISSPROT.
Uma classificag@o de percentil baixa indica alta afinidade (IEDB). Os alelos para a predig@o
foram selecionados utilizando a ferramenta Population Coverage disponivel no site do

IEDB. Essa ferramenta calcula a fracdo de individuos previstos para responder a um
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conjunto de epitopos, o célculo ¢ feito com base nas frequéncias genotipicas de HLA
conhecidas para a populacdo. Para a predicdo foram escolhidos os alelos de forma a
apresentarem uma taxa de cobertura de 98,35% da populacio brasileira. Os alelos escolhidos
foram: DRB1*01:01, DRBI1*07:01, DRBI1*09:01, DRBI1*11:01, DRB1*12:01,
DRBI1*15:01, DRB1*04:01, DRB1*04:05, DRB1*08:02, DRB1*03:01, DRB1*13:02,
DRB3*01:01, DRB3*02:02, DRB4*01:01, DRB5*01:01, DPB1*14:01, DPB1*01:01,
DPB1%*04:02, DPB1*05:01, DPB1*02:01 e DPB1*04:01.

3.2. DESENHO DOS PRIMERS

O DNA de referéncia de Leishmania infantum JPCMS5 (NCBI:txid435258) disponivel
no banco de dados do NCBI (National Center of Biotechnology Information) foi utilizado
para o desenho dos oligonucleotideos iniciadores (primers) para a realizacdo da amplificagdo
do DNA de genes selecionados por meio da técnica de reagdo em cadeia da polimerase
(PCR). Para o desenho de todos os primers foi utilizado o esquema base apresentado na

Figura 5. Os sitios para as enzimas de restricdo foram inseridos nos primers desenhados.

Primer Forward

o i ' Apreximadamente 15
3 bases aleatorias % Slho_tle restrigio da % ATG % bases da sequéncia do

enzima — 6 bases

gene
Primer Reverse
Sitiod tricao d | Aproximadamente 15

3 bases aleatorias % O 08 resieodra % Stop codon % bases da seguéncia do

enzima — 6 bases gene

Figura 5: Esquema basico utilizado para o desenho de todos os primers aplicados neste trabalho.

As enzimas de restricdo foram escolhidas ao se analisar as sequéncias dos genes com
os programas ApE (DAVIS e JORGENSEN 2022) e SnapGene (SnapGene®) que
apresentam quais enzimas nao seriam capazes de clivar a sequéncia do gene em questdo, de
modo que os sitios de restricdo possam ser adicionados aos primers sem que, posteriormente,
ao se utilizar as enzimas a sequéncia de interesse seja clivada. Além da escolha das enzimas,
0s programas permitiram realizar uma avaliagao do percentual de nucleotideos Citosina e
Guanina (bases CG) presentes na sequéncia e a temperatura de melting (Tm) que consiste na

temperatura na qual metade dos fragmentos de DNA (primers) esta desnaturada. Em seguida
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as sequéncias de primers foram analisadas quanto a possibilidade de formagao de estruturas

secundérias, utilizando a ferramenta OligoAnalyzer™ (OWCZARZY et al. 2008)

(https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer). A ocorréncia de dimeros ou hairpin
reduzem a eficiéncia da amplificagdo, podendo causar inclusive falha na amplificacdo do
produto alvo. Por esse motivo o desenho priorizou primers com tamanho que formassem a
menor quantidade de dimeros e hairpin possivel e com o menor niumero de bases envolvidas
(BUCK et al. 1999; MEAGHER et al. 2018). A Tabela 4 apresenta os primers desenhados
para cada fragmento de interesse do gene selecionado bem como os sitios de restricao das

enzimas escolhidas.

Tabela 4: Sequencias dos primers desenhados para a amplificacdo dos genes de interesse
selecionados. Em vermelho, sitio de restricdo da enzima BamHI, em azul sitio de restricdo da enzima

Hindlll.
Primer (5’ 2 3°)
Proteina
Forward Reverse
LINF 0700 CTTGGATCCAAGACGCCGAAGAGACG TAGAAGCTTTCAGTGGCGTGGGCCA
LINF 1500 CTTGGATCCAGCCCCAACGACGACA TAGAAGCTTCTACCCGTTCCTGTCGA
LINF 15002 CTTGGATCCATGTCAGGCGCCGTCG TAGAAGCTTCGAGCTGTTCCAGGCGC
LINF 1800 CTTGGATCCTGTGTGTTGGGGCAAG TAGAAGCTTTCATAGCGTCAGACGGG
LINF 2214 CTTGGATCCATGAAGGCGGCCGTTG TAGAAGCTTAGCCACCGGAGAAACGTC
LINF 3195 CTTGGATCCATGAAATTTACTAAGGCGAAAGT | TAGAAGCTTTTAATGCTTTTTGTGGGTGT
LINF 3121 CTTGGATCCATCCAGCTCCACGAGG TAGAAGCTTTTATGAGCAGGGCGCGA

3.3. OBTENCAO DO DNA GENOMICO DOS PARASITOS

3.3.1. Cepas de parasitos utilizadas

Para realizacdo deste trabalho foram utilizadas cepas de parasitos do género
Leishmania encontrados no Brasil, sendo Leishmania infantum (cepa HUUFSI14),
Leishmania infantum (cepa PP75), Leishmania amazonensis (cepa M2269), Leishmania
brasiliensis (cepa LTCP393) e Crithidia-like (cepa LVH117). As cepas M2269 e PP75
foram gentilmente cedidas pelos laboratorios das pesquisadoras Profa. Dra. Lucile Floeter-
Winter (IB/USP, Sao Paulo-SP) e Profa. Dra. Isabel de Miranda Santos (FMRP/USP,
Ribeirdo Preto-SP), respectivamente. As cepas HUUFS14 (NASCIMENTO et al. 2015) e
LVH117 sao isolados clinicos de pacientes diagnosticados com Leishmaniose Visceral em

Aracaju — SE em 2009 e 2017, respectivamente. A cepa LTCP393 (COSTA et al. 2011) foi
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isolada de um paciente com leishmaniose muco-cutanea em 2003 no municipio de Corte de
Pedra-BA e cedida gentilmente pelo laboratério do Prof. Dr. Jodo Santana da Silva

(FMRP/USP, Ribeirao Preto-SP).

3.3.2. Cultivo de promastigota de L. infantum.

Culturas de promastigotas de L. infantum (cepa HUUFS14) sdo criopreservadas em
nitrogénio liquido pelo grupo. Apos o descongelamento completo em gelo, as culturas foram
transferidas para tubos de 50 mL e foi adicionado 10 mL de meio de cultura Schneider
incompleto (Gibco) e posteriormente centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e a lavagem repetida mais uma vez. Apds descartar o
sobrenadante pela segunda vez, o precipitado foi ressuspendido em 5 mL de meio
Schneider’s completo (10% de soro bovino fetal — SBF, 1% de antibidtico — Penicilina-
Streptomicina e L-glutamina, e 2% de urina masculina). Em seguida, o meio de cultivo com
os parasitos foi transferido para uma garrafa de cultivo e mantidas em estufa a 25°C durante
3 a 7 dias para crescimento. O crescimento foi verificado diariamente. Apds as culturas
atingirem o crescimento ideal, os parasitos foram coletados, centrifugados, o sobrenadante
de cultura retirado e “pellet” estocado a - 20°C para posterior extracdo de DNA. Todo o

procedimento foi realizado em fluxo laminar, utilizando materiais estéreis e descartaveis.

3.3.3. Extracao de DNA

A extracdo de DNA gendmico de foi realizada para todos os parasitos utilizando o kit
comercial Kit Wizard® SV Genomic DNA Purification System (Promega) conforme
orientacdes do fabricante. De forma resumida, o protocolo consiste em realizar a lise do
pellet obtido das culturas celulares com 150 pL do tampao de lise (Lysis Buffer) e em seguida
¢ transferido para uma coluna e centrifugado a 13000g por 3 minutos. Posteriormente ¢
adicionado 650 pL de solucdo de lavagem da coluna (CWS adicionado de etanol 95%) e
novamente ¢ feita a centrifugacao a 13000g por 1 minuto e o contetido que atravessa a coluna
¢ descartado. A lavagem com CWS foi realizada por quatro vezes. A eluicao foi realizada
com 250 pL de 4gua livre de nucleasse e incubada em temperatura ambiente por 2 minutos.
Em seguida a coluna foi centrifugada a 13000g por 1 minuto e o DNA eluido quantificado
por espectrofotometria em aparelho Nanovue (GE Healthcare) no comprimento de onda de

260 nm. As razdes das absorbancias 260/230 nm e 260/280 nm anotadas para avaliacdo da
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pureza do material, valores entre 1,8 e 2,0 indicam uma amostra com maior grau de pureza.
A amostra de DNA extraido de L. infantum e demais cepas utilizadas no trabalho foi

armazenada a -20°C até o momento de uso.

3.4. AMPLIFICACAO DOS GENES DE INTERESSE E PREPARACAO DO INSERTO
EM VETOR PLASMIDIAL

3.4.1. Reacoes de PCR e eletroforese em gel de agarose para confirmacio da
amplificacio

As reagdes de PCR foram realizadas em um volume final de 25 pL. Foram utilizados
90 ng de DNA gendmico de promastigota de L. infantum como molde, tampao 10X [750mM
mM Tris HCI (pH 8.8), 200 mM (NH4)2SOs4, 0,1% (v/v) Tween 20], 0,2 mM de cada
desoxinucleosideos trifosfatos (ANTP), 0,4 uM de primer forward, 0,4 pM de primer
reverse, 2 mM de MgCl,, 0,5 unidades (0,25 pL) de Tag DNA Polimerase (#EP0402 -
Thermo Scientific) e agua ultra pura para completar o volume final de reagdo. As reagdes
foram realizadas em termociclador Analitik Jena (Biometra Tone) conforme ciclagens

especificadas na Tabela 5.

Tabela 5: Determinagdo dos tempos e temperaturas para amplificagdo por PCR dos primers
utilizados no trabalho.

LINF0700 LINF1500 | LINF15002 ﬂggfgg LINF2214 LINF3121
Etapas® Temp. | Tempo | Temp. | Tempo | Temp. | Tempo | Temp. | Tempo | Temp. | Tempo | Temp. | Tempo

(cC) (s) (cC) (s) (cC) (s) (cC) (s) (cO) (s) (cC) (s)
illiliz‘:l“at“ra‘?ao 94 | 240 | 94 | 240 | 94 | 240 | 94 | 240 | 94 | 240 | 94 | 240
2.Desnaturagio | 94 30 94 30 94 30 94 30 94 30 94 30
3 Hibridizagdo | 60 40 58 40 55 30 58 40 60 62 55 40
4 Polimerizagdo | 72 30 72 40 72 30 72 35 72 | 105 | 72 20
JPolimerizagol 9y | 300 | 72 | 300 | 72 | 300 | 72 | 300 | 72 | 300 | 72 | 300
6.Refrigeracao 12 04) 12 9] 12 0] 12 12 0] 12 12 [04)

* As etapas 2, 3 e 4 sdo realizadas por 35 ciclos para todos os primers

A verificacdo dos produtos de PCR foi feita através de eletroforese em gel de agarose

(Sigma-Aldrich) 1% corados com SYBR Safe 0,001% DNA gel stain (Invitrogen). Foram
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aplicados 5 pL de cada produto de PCR acrescidos de 1 pL. de tampao Loading Buffer 6X
no gel, o qual foi submetido a uma diferenga de potencial de 90V durante 45 minutos. O
padrao de corrida GeneRuler 1Kb Plus (Thermo Scientific) foi aplicado no gel ao lado das
aliquotas dos produtos de PCR. As amostras foram corridas em cubas para eletroforese (Sub-
cell GT Bio-Rad) preenchidas com tampao Tris-acetado-EDTA (TAE) 1x. A imagem do gel
foi visualizada e documentada em aparelho fotodocumentador digital Bio-Rad

ChemiDocTM XRS+ Systems, software Image Lab (versao 3.0).

3.4.2. Purificacdo do produto amplificado

Apos a confirmagdo da presenga do amplicon de interesse na etapa 3.4.1, as bandas
correspondentes aos fragmentos de interesse foram recortadas com uma lamina e o material
genético foi extraido utilizando o kit QlAquick Gel Extraction (Qiagen®) conforme
orientagdes do fabricante. De forma resumida, o protocolo consiste em fazer um recorte da
banda no gel de agarose com o DNA de interesse, em seguida foi adicionado 3 volumes de
tampao QG para cada volume do gel. Incubado a 50°C por 10 minutos para que o gel fique
totalmente diluido. Posteriormente foi adicionado um volume de isopropanol (mesma
medida de volume usada inicialmente). A amostra foi colocada na coluna (SPIN) ¢
centrifugada a 17900g por 1 minuto. Apos descarte do conteudo que atravessou a coluna foi
adicionado 750 puL de tampao PE para realizar a lavagem e centrifugado a 17900g por 1
minuto. O contetdo que atravessou a coluna foi descartado e a mesma foi submetida a nova
centrifugacdo, para remover possiveis residuos do tampao. Para a elui¢do foi adicionado 50
uL de tampao EB no centro da membrana da coluna e apo6s incubagdo por 1 minuto em
temperatura ambiente foi novamente centrifugado a 17900g por 1 minuto. O volume final
do purificado foi de 50 pL. A concentragdo do produto de PCR purificado foi determinada
por espectrofotometria em aparelho Nanovue (GE Healthcare). Os procedimentos descritos

acima foram aplicados para todos os genes de interesse utilizados no presente trabalho.

3.4.3. Digestao e ligacao do inserto de interesse em vetor plasmidial.

O vetor para clonagem e expressao utilizado foi da série pET28a (Novagen). O vetor
pET28a permite a expressao da proteina recombinante fusionada a 6 residuos de histidina, o

que facilita a purificagdo por técnicas de cromatografia de afinidade e detec¢ao por Western-
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blot utilizando anticorpos anti-His tag. A expressao heterdloga do gene fica sob o controle
do promotor T7, que promove a expressao génica pela indu¢do com Isopropil-pB-D-1-
tiogalactopiranosideo (IPTG). O IPTG ¢ um anélogo da lactose que ao se ligar ao repressor
lac deixa de reprimir a expressao da T7 RNA polimerase de modo a ativar a transcrigao do
gene de interesse presente no vetor plasmidial (STUDIER et al. 1990). A Figura 6 apresenta
o mapa do vetor pET28a.
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Figura 6: Mapa do vetor de clonagem e expressdo pET28a. Adaptado de Novagen,
disponivel em: https://www.merckmillipore.com/BR/pt/product/pET-28a-DNA-
Novagen,EMD_ BIO-69864#anchor VMAP.

As reagdes de digestdo foram realizadas para cada um dos produtos purificados na
etapa anterior (inserto) e no vetor. Para o inserto foi realizada reagdo utilizando 50 pL do
produto purificado, 5 pL de tampao Tango 10x, 0,5 uL da enzima de restrigdo BamHI e 0,5
uL de agua para completar a reacdo (total 56puL). Essa mistura foi incubada por 2 horas a
37°C auma rotagao de 200 rpm em termobloco (Thermo Shaker - Kasvi). Decorrido o tempo
foi acrescentado 1 pL. de tampao Tango 10x, 1 uLL da enzima de restricdo HindlIll e 2 pL de
agua para completar a reagdo (total 60puL), a mistura foi incubada por 1 hora a 37°C a uma
rotacdo de 200 rpm. Em seguida a temperatura foi elevada a 80°C para que ocorresse a
inativacao das enzimas. O vetor pET28a estava em uma concentracdo de 0,141 pg/uL,

portanto, para a reacdo de digestdo do vetor foi utilizado 7,09 pL do plasmideo, 1 pL de
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tampao Tango 10x, 0,5 uL da enzima de restrigdo BamHI e 1,41 pL de dgua para completar
areacdo (total 10 pL). Essa mistura foi homogeneizada e incubada por 2 horas a 37°C a uma
rotacao de 200 rpm. Apos esse periodo foi acrescentado 0,5 pLL de tampao Tango 10x, 1 pL
da enzima de restricao Hindlll e 3,5 uLL de dgua (total 15 pL), a mistura foi entdo incubada
por 1 hora a 37°C a uma rotag@o de 200 rpm. Em seguida a temperatura foi elevada a 80°C
para que ocorresse a inativagao das enzimas.

Para as reacoes de ligagdo inserto-vetor foram utilizadas as proporg¢des 3:1 e 5:1, sendo
1 parte de vetor para 3 ou 5 partes do inserto. A reacdao foi montada da seguinte forma: 1 pL
do vetor pET28a digerido, 3 ou 5 pL do inserto digerido, 1 pL do tampao 10x, 0,2 pL da
enzima 74 DNA Ligase e adgua (total 10 pL). A reagdo foi incubada por 1 hora a 22°C e em
seguida utilizada para a transformacdes de bactérias E. coli DH5a quimicamente

competentes.

3.5. CLONAGEM E EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

3.5.1. Preparo de bactérias quimicamente competentes — E. coli DHSa e E. coli
BL21(DE3)

As linhagens de bactérias E. coli utilizadas nesse trabalho foram preparadas a fim de
torna-las quimicamente competentes (calcio competentes). As bactérias foram aplicadas em
meio LB-4dgar e incubadas a 37°C durante 16 horas, em seguida o pré-inoculo foi preparado
com uma coldnia isolada aplicada em 5 mL de meio LB e incubada a 37°C sob agitacao
overnight. O in6culo foi preparado com a adi¢dao de 1 mL do pré-inodculo a 100 mL de meio
LB e deixado sob agitagdo numa temperatura de 37°C por aproximadamente 3 horas, até
atingir a densidade optica (DO) ideal, entre 0,4 ¢ 0,6 (comprimento de onda de 600nm) e
entdo foi transferido para o gelo. O in6culo foi dividido em dois tubos (50 mL) os quais
foram centrifugados e o sobrenadante descartado. O precipitado foi ressuspendido com 30
mL de CaCl, 0,1 M gelado e em seguida foi novamente centrifugado. O processo com CaCl»
0,1 M foi repetido e o sobrenadante descartado. Posteriormente o precipitado foi
ressuspendido com 8 mL de CaCl, e em seguida, foi adicionado 2 mL de glicerol 80%.
Foram preparadas aliquotas de 50 pLL em microtubos de 1,5 mL que foram imediatamente

armazenados a -80°C.
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3.5.2. Transformacio de bactérias E. coli DH50 para clonagem

Foram utilizadas bactérias E. coli DH5a quimicamente competentes para receber o
vetor recombinante. A transformacao foi realizada utilizando choque térmico e todas as
etapas foram executadas proximas ao bico de Bunsen. Uma aliquota de 50 uL de bactéria
foi adicionada de 10 pL do produto da reacdo de ligacdo e mantida no gelo por 30 minutos.
Posteriormente foi realizado o choque térmico, sendo 1 minuto a 42°C e seguido de 2
minutos no gelo. Em seguida foi adicionado 800 pL de meio LB liquido e a amostra foi
incubada no a 37°C a 200 rpm por 45 minutos. Decorrido esse tempo, o material foi
centrifugado a 2600g por 5 minutos. O sobrenadante foi quase totalmente descartado,
reservando uma pequena quantidade apenas o suficiente para ressuspender o pellet. As
bactérias transformadas foram aplicadas em uma placa de Petri previamente preparada
contendo meio LB agar e o antibidtico Canamicina (50 mg/mL) com o auxilio da alga de
Drigalski previamente flambada. Foi utilizado o antibiotico Canamicina pois o vetor pET28a
possui um gene de resisténcia a esse antibidtico, sendo assim apenas as bactérias
transformadas sobrevivem em meio seletivo contento Canamicina. As placas foram
incubadas em estufa a 37°C overnight (por aproximadamente 16h) para o crescimento de
coldnias. Apos esse periodo as placas foram retiradas da estufa e mantidas sob refrigeragdo
a 4°C até o momento de se preparar o indculo.

O procedimento foi executado conforme descrito acima para todos os genes do

trabalho que foram utilizados na reagao de ligagao da etapa anterior.

3.5.2.1. Preparo de indculo e preparagao do plasmideo (miniprep)

Em um tubo de 50 mL foi adicionado 5 mL de meio LB liquido e 3 uLL de Canamicina
para se obter uma concentragdo final de 30 pg/mL. Para cada placa contendo as colonias
crescidas foi realizado o indculo em meio liquido de 3 colonias, separadamente. Foram
escolhidas as colonias mais isoladas. Os frascos foram incubados em estufa a temperatura
de 37°C numa rotagao de 200 rpm pelo periodo de 16h. Decorrido esse tempo foi realizado
a preparacao do plasmideo (miniprep) de todos os inoculos para a purificagdo do plasmideo
com o inserto de interesse clonado.

O miniprep foi executado utilizando o kit comercial Qiaprep Spin Miniprep Kit

(Qiagen®) conforme as orientagdes do fabricante. Resumidamente, o indculo foi
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centrifugado a 6800g por 3 minutos e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi
ressuspendido com tampao P1 e transferido para um microtubo. Em seguida foi adicionado
o tampao P2 e o contetido foi homogeneizado invertendo o tubo diversas vezes ao longo de
1 minuto. Foi adicionado tampdo N3 e homogeneizado imediatamente invertendo o tubo
novamente por 1 minuto. Apos esse periodo o tubo foi centrifugado a 17900g por 10
minutos. O sobrenadante foi transferido para a coluna QIAprep 2.0 spin e centrifugado por
60 segundos e o contetido que atravessou a coluna foi descartado. Foi efetuada a lavagem da
coluna adicionando tampao PB e centrifugando por 60 segundos a 17900g e o contetdo que
atravessou a coluna foi descartado. Posteriormente foi efetuada nova lavagem da coluna
utilizando o tampao PE e subsequente centrifugagdo a 17900g por 60 segundos e o conteudo
que atravessou foi descartado, a coluna foi novamente centrifugada a 17900g por 60
segundos para remover residuos do tampao que pudessem ter permanecido na membrana.
Ao final do procedimento o DNA foi eluido em 30 ul do tampao de eluicdo (10 mM TrisCl,
pH 8,5). A concentracdo do DNA plasmidial purificado foi determinada por
espectrofotometria em aparelho Nanovue (GE Healthcare) e as razdes das absorbancias
260/230 nm e 260/280 nm foram anotadas para avaliacdo da pureza do material. A amostra

de DNA plasmidial foi armazenada a -20°C até o momento de uso.

3.5.2.2. Confirmagao de Clonagem do inserto de interesse no vetor plasmidial

A reagdo para a confirmacao da clonagem foi realizada através de PCR utilizando o
DNA plasmidial recuperado das reacdes de clonagem. Foi preparada uma reacgao utilizando
os primers especificos para cada gene clonado. O produto da reacao foi resolvido em gel de
agarose 1% para visualizacdo das bandas correspondentes. Confirmada a presenca das
bandas referentes ao gene de interesse, 400 ng do DNA plasmidial foi enviado para
sequenciamento a fim de identificar se a clonagem havia ocorrido de forma correta. O
preparo das amostras foi realizado conforme descrito a seguir: 400ng DNA plasmidial, 1 pL.
do primer do vetor a 3,2 mM e 4gua ultrapura o suficiente para completar 7,5 pL de volume
total. O sequenciamento foi realizado no Laboratdrio Multiusuéario de Sequenciamento de
Acidos Nucleicos (LMSeq) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de Sao Paulo. Foi realizado sequenciamento pelo método Sanger através do
equipamento 3500 Genetic Analizer (ThermoFischer Scientific) As sequéncias obtidas no

sequenciamento foram submetidas a analise através de alinhamento utilizando o programa
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BLAST (NCBI) a fim de identificar se a sequéncia clonada estava de acordo com a sequéncia

de referéncia utilizada no trabalho.

3.5.3. Transformacio de bactérias E. coli BL21 (DE3) para expressao piloto

Os plasmideos recombinantes para os quais a clonagem foi confirmada foram
utilizados para a transformacao bactérias E. coli BL21 (DE3) quimicamente competentes
para dar inicio ao teste de expressao piloto das proteinas recombinantes. A transformagao
foi realizada utilizando choque térmico e todas as etapas foram executadas proximas ao bico
de Bunsen. Uma aliquota de 50 pL de bactéria foi adicionada de 2 pL do plasmideo
recombinante e mantida no gelo por 30 minutos. Em seguida foi realizado o choque térmico,
sendo 1 minuto a 42°C e posteriormente 2 minutos no gelo. Ap6s o choque térmico foi
adicionado 800 pL de meio LB liquido e a amostra foi incubada no a 37°C a 200 rpm por
45 minutos. Logo apos, o material foi centrifugado a 2600g por 5 minutos. O sobrenadante
foi descartado, reservando uma pequena quantidade apenas o suficiente para ressuspender o
precipitado. As bactérias transformantes foram plaqueadas com o auxilio da algca de
Drigalski em placas de Petri preparadas anteriormente contendo meio LB dgar e Canamicina
(30 pg/uL). As placas foram incubadas em estufa a 37°C overnight (por aproximadamente
16h) para o crescimento das colonias. Apds esse periodo as placas foram retiradas da estufa
e mantidas sob refrigeracdo a 4°C até o momento de se preparar o pré-inoculo.

Para essa etapa foram transformadas bactérias com os plasmideos recombinantes
contendo os insertos para os genes de interesse LINFO700, LINF3121 e LINF3131
(LinJ31 2420). O plasmideo recombinante de LINF3131 foi produzido anteriormente pelo
grupo e a sequéncia clonada ja havia sido confirmada. De modo que esse gene passou a fazer
parte deste trabalho a partir desse ponto, uma vez que em testes moleculares tem se mostrado
como um alvo promissor para a deteccdo molecular de L. infantum em amostras de
leishmaniose visceral, conforme alguns resultados obtidos pelo grupo. As informagdes desse
gene estdo disponiveis no banco de dados 7riTryp com o cddigo de identificagdao (ID)
LINF 310031700. Anteriormente ele era denominado LinJ31 2420. Trata-se de um gene
localizado no cromossomo 31 de Leishmania infantum e que codifica uma proteina putativa.
Esse gene contém 1017 pares de bases e traduz um produto de 338 aminoacidos descrito
como p-nitrophenylphosphatase - putative. No UniProt o produto desse gene esta registrado

sob o codigo A41740 como uma proteina cuja existéncia foi apenas predita, ndo possuindo
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comprovacao de sua existéncia no organismo de origem. Analises da sequéncia proteica em
busca de dominios conservados disponiveis nos bancos de dados (UniProt, Pfam, InterPro)
indicam que essa proteina provavelmente pertence a super familia HDA (Haloacid

Dehalogenase) subtamilia I1A.

3.5.3.1. Preparo do pré-indculo e indculo

Colonias das bactérias E. coli BL21 (DE3) transformadas foram capturadas da placa
de Petri e colocadas em 10 mL de meio LB liquido com Canamicina. Esse pré-indculo foi
incubado a 37°C overnight (aproximadamente 16h) numa rotacdo de 200 rpm.
Posteriormente foram preparados indculos de indugao para cada um dos pré-indculos.

Para os genes LINFO700 e LINF3121 foram preparados trés inoculos de 50 mL de
meio LB-canamicina e 3 mL do pré-indculo em cada, ja para o gene LINF3131 foi preparado
um indculo de 200 mL de meio LB-canamicina com SmL do pré-indculo, pois a expressao
da proteina recombinante ja havia sido realizada pelo grupo e foi repetido o protocolo
utilizado anteriormente. Em seguida os inoculos foram incubados a 37°C a 200rpm por cerca
de 3 horas até atingir uma densidade optica (DO) entre 0,4 ¢ 0,6 (comprimento de onda de
600nm). As medigdes da DO se iniciaram 2 horas apds o inicio da incubacdo. Apos atingir
a DO foram armazenados 2 mL de cada um dos indéculos para serem utilizados

posteriormente na eletroforese para a confirmagao da indugao.

3.5.3.2. Indugao com IPTG

Ao atingir a DO desejada, foi realizada a indugdo da expressao utilizando IPTG, que
promove a expressao da proteina de interesse. A indugao foi realizada nas concentragdes de
0,2 mM, 0,4 mM e 1,0 mM. A Tabela 6 apresenta os volumes de IPTG utilizados para cada
indculo.

Tabela 6: Volumes de IPTG 1M utilizados para a indugao de cada inoculo.
LINF0700 | LINF3121 | LINF3131

IPTG 1M SOmL | 50mL | 200 mL
0,2 mM 10 uL 10 uL -
0,4 mM 20 uL 20 uL 80 pL

1,0 mM 50 uL 50 uL ;
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Em seguida os indculos foram incubados sob agitagdo de 200 rpm a uma temperatura
de 30°C por um periodo de 4 horas, com coletas de aliquotas de 1 mL de cada indculo nos
tempos de 1, 2, 3 e 4 horas para analise em eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) para se determinar o melhor tempo de indugdo no qual a proteina € expressa em
maior quantidade pela célula bacteriana. As amostras coletadas foram centrifugadas a 2348
g durante 10 minutos e o volume final da inducdo ap6s as 4 horas foi centrifugado a 6010 g
durante 20 minutos a uma temperatura de 4°C. Todas as amostras centrifugadas foram

armazenadas a -20°C até seu uso.

3.5.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida — SDS-PAGE

Para a realizacdo da eletroforese foi preparado gel de 1 mm na concentracao de 12%
de poliacrilamida para o gel de separacdo e 5% de poliacrilamida para o gel de
empacotamento.

Os pellets das amostras foram ressuspendidos utilizando Tampao de Amostra 2x
concentrado (tampao TRIS-HCI 0,5 M pH 6,8; glicerol, SDS 10%, azul de bromofenol, -
mercaptoetanol) e em seguida incubadas a 100°C durante 5 minutos. Posteriormente 10 puL.
das amostras foram aplicados em gel de poliacrilamida, voltagem de 100 Volts por
aproximadamente 110 minutos. Posteriormente o gel foi corado com o corante Coomassie
brilhant blue G (1,25g Coomassie Brilhant Blue, 30% de etanol, 10% de 4cido acético) sob
agitacdo durante 1 hora e descorado em solugdo descorante (10% de etanol e 10% de 4cido
acético) por aproximadamente 16 horas. Os géis foram conservados em agua destilada e
fotodocumentados em equipamento Samsung Galaxy A32, versdo da camera 12.0.07.12; F
1,8 1/60 s 4,6 mm, ISO 200.

A imagem dos géis onde ocorreu a inducao da proteina recombinante de interesse foi
analisada utilizando o software livre [ImageJ (SCHNEIDER et al 2012)

(https://imagej.nih.gov/ij/) para se identificar melhor tempo de inducdo. A andlise consiste

em realizar uma quantificagdo da proteina através do calculo da area no grafico. Primeiro se
estabelece um grafico representativo para a inducao em cada tempo e posteriormente se
realiza o calculo da area (pico) referente a proteina de interesse. Em seguida os valores foram
normalizados em fun¢do do tempo 1 hora (equagdo 1) para se estabelecer qual apresentava
uma maior area e se definir o melhor tempo de indugao.

Apn=ai/ai (equagdo 1)
Onde:
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A, = valor da area normalizada
a; = area do pico

a; = area do pico no tempo 1 hora
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4. RESULTADOS

4.1. SELECAO IN SILICO DE GENES DE INTERESSE
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As analises de bioinformatica se iniciaram através de pesquisa no banco de dados

TriTrypDB, usando o genoma de referéncia de Leishmania infantum (JPCMS). Foram

identificados inicialmente 27 genes que codificam proteinas hipotéticas, sendo 20 genes para

proteinas que possuem peptideo sinal e sete genes para proteinas que possuem dominio

transmembrana, conforme mostra a Figura 7 (indicada em “Step 47).
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b Ortdlogos - excluido Cri, Leish, T. cruzi - Dominio transmembrana

Orho Ph Pro
43 genes

Tipo de gene
8.527 genes

1 1
—@®—@®

" siep2 |

Dom. transm.
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Figura 7: Resultado inicial apresentado pela ferramenta do T7iTrypDB para a busca de genes
exclusivos de Leishmania infantum de acordo com os filtros de pesquisa utilizados. (a) Pesquisa em
busca de genes que codificam proteinas que possuam peptideo sinal com exclusdo de ortélogos em
L. amazonensis, L. braziliensis, L. donovani, Crithidia fasciculata € Tripanosoma cruzi. (b) Pesquisa
em busca de genes que codificam proteinas que possuam dominio transmembrana com exclusdo de
ortdlogos em L. amazonensis, L. braziliensis, L. donovani, C. fasciculata e T. cruzi. Adaptado de

TriTrypDB.
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Ao se analisar os genes apresentados nesse primeiro resultado, foi observado que trés
genes estavam presentes nas duas buscas, ou seja, genes que codificavam proteinas que

poderiam conter tanto peptideo sinal quanto dominio transmembrana (Figura 8).

Peptideo Sinal Dominio Transmembrana

LINF_090021500
LINF_100007200
LINF_120014600
LINF_150010600
LINF_150010800
LINF_150011000
LINF_150011200 ~LINF_220012800
LINF_150011400 -
LINF_150011600 ~ LINF_220014400
LINF_150011800 -
LINF_150012000 - LINF_270007450
LINF_180016800
LINF_210021900
LINF_210022100
LINF_220005100
LINF_310021300
LINF_340012500

Figura 8: Diagrama de Venn evidenciando os genes identificados em buscas no TriTrypDB de
acordo com caracteristicas da sequéncia de proteina. Na interse¢do encontram-se 0s genes cujas
proteinas possuem sequéncias tanto preditoras de peptideo sinal quanto preditoras de dominio
transmembrana.

As informagdes sobre os 24 genes recuperados com os critérios de busca utilizados

estdo detalhadas na Tabela 7 abaixo.



Tabela 7: Informacdes iniciais sobre os 24 genes identificados com os critérios de busca utilizados no banco de dados TriTrypDB.
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Tamanho Peso
Gene ID Cromossomo Tamanho | Tipo de Descricao do Exnstencrla da, molecular Dominios Pe[.)tldeo UniProt ID
do CDS gene produto da proteina | proteina ™ sinal
(Da)
(AA)
LINF_030008650 3 771 |codifica | Proteina hipotética | Inferida por 256 27138 2 nio | AOAGLOWIO2
- proteina conservada homologia
codifica , C . .
LINF 070006600 7 405 protefna Proteina hipotética | Predita 134 14314 1 nao AOA6LOWKLI
codifica , . .
LINF 220012800 22 2046 protefna Proteina A2 Predita 681 63230 1 sim AOA6LOXEA43
LINF_ 220014400 2 1830 |codifica | Proteina hipotética \p . jyp, 609 56538 1 sim | AOA6LOXP58
- proteina | conservada
codifica kinetoplast-
LINF 270007450 27 105 . associated protein- | Predita 34 3660 1 sim AOA6LOXH3S5
proteina . .
like protein
codifica Proteina hipotética . .
LINF_310009500 31 228 , Predita 75 8529 1 nao AOA6LOXWP7
- proteina | conservada
codifica , T . -
LINF 340012400 34 7629 protefna Proteina hipotética | Predita 2542 257512 14 nao AO0A6LOXZS9
LINF_090021500 9 234 | codifica | Glycosylhydrolase —fp o j;p, 78 8777 0 sim | AOA6LOWIC3
- proteina family 47 - putative

continua
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. Y n . Tamanho Peso . ;
Gene ID Cromossomo Tamanho Tipo de Descriciio do produto Ex1stenc'1a da da proteina | molecular Dominios PeI.)tldeo UniProt ID
do CDS gene proteina ™ sinal
(AA) (Da)
LINF_100007200 10 273 ;‘r’gt‘gf; Proteina hipotética Predita 90 9474 0 sim AOA6LOWNPS
LINF_120014600 12 711 |codifica ) Proteina hipotética Predita 236 23743 0 sim | AOAGLOWKUS
- proteina conservada
LINF_150010600 15 711 codifica | Proteina hipotética Predita 236 23889 0 sim AOA381MG80
- proteina conservada
LINF_150010800 15 711 |codifica ) Proteina hipotética Predita 236 23889 0 sim AOA381MGS0
proteina conservada
LINF_150011000 15 711 |codifica ) Proteina hipotética Predita 236 23889 0 sim A0A381MGS0
proteina conservada
LINF_150011200 15 711 codifica | Proteina hipotética Predita 236 23889 0 sim AOA381MGS0
- proteina conservada
LINF_150011400 15 711 codifica | Proteina hipotética Predita 236 23889 0 sim AOA381MG80
- proteina conservada
LINF_150011600 15 711 |codifica ) Proteina hipotética Predita 236 23889 0 sim A0A381MGS0
proteina conservada

continua
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. e a e Tamanho Peso - ,
Gene ID Cromossomo Tamanho Tipo de Descricio do produto Ex1stenc'1a da da proteina | molecular Dominios Peptldeo UniProt ID
do CDS gene proteina ™ sinal
(AA) (Da)
LINF 150011800 15 711 codifica Proteina hipotética . .

. proteina conservada Predita 236 23889 0 sim AO0A381MG80
LINF 150012000 15 840 codifica Proteina hipotética . .

_ proteina conservada Predita 279 28133 0 sim AOA6LOWZN3
LINF_180016800 18 564 ;‘r’gtlgflz f;‘r’ltszlfvi ggp"tet“"a Predita 187 19613 0 sim AOAG6LOXC64
LINF 210021900 71 codifica Proteina hipotética . .

. 240 proteina conservada Predita 79 8308 0 sim AOA6LOXCWO
LINF 210022100 71 24 codifica Proteina hipotética . .

i 0 proteina conservada Predita 79 8324 0 sim AOA6LOXCX2

Cytochrome b5-like
codifica Heme/Steroid binding . .
LINF 220005100 22 252 proteina domain containing Predita 83 9288 0 sim AO0A6LOXDC2
protein - putative
LINF 310021300 31 450 ;‘r’gtlgflz Proteina hipotética Predita 149 15491 0 sim AOAG6LOXKRO
LINF_340012500 34 348 ;;’gtlgf; Proteina hipotética Predita 115 12982 0 sim AOA6LOXNG3
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A préxima etapa foi analisar a sequéncia de nucleotideos de cada um dos 24 genes
identificados e nesse momento foi observado que sete dos oito genes do cromossomo 15
eram idénticos e um possuia 130 pb a mais no inicio da sequéncia. Porém ao se analisar a
sequéncia de aminoacidos da proteina traduzida essa regido correspondia ao peptideo sinal.
Trata-se de eventos de duplicacdo génica, tipicamente observado nos genomas de
tripanossomatideos (CNVs, copy number variations). Sendo assim os oito genes do
cromossomo 15 foram considerados como apenas um resultado, a partir de entdo sendo
denominado LINF 1500. O mesmo ocorreu com as sequéncias dos genes LINF 210021900
e LINF 210022100, de modo que foi considerado para as proximas andlises apenas o gene
LINF 210021900, reduzindo o nimero de genes candidatos avaliados na pesquisa (anexo
I). Também foi identificado que um dos genes, denominado LINF 220005100, pode se tratar
de um pseudogene, e, portanto, ele foi excluido como candidato para prosseguir.

Deste modo, os 15 genes identificados foram utilizados em pesquisa no banco de dados
GeneDB onde foram identificados que alguns poderiam nao ser exclusivos de L. infantum,
possuindo ortologia com outras espécies de parasitas do género Leishmania e também outros
tripanossomatideos, como 7. cruzi. Devido a esse resultado, alguns genes foram descartados
pois ndo iriam atender ao principal critério da pesquisa, exclusividade para L. infantum. A
Figura 9 apresenta um fluxograma com as etapas realizadas nessa fase de analise dos genes

identificados pela busca no TriTryp.
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24 genes exclusivos
identificados no
TriTrypDB

b

Genes dos Andlise das 24 s

£romossomos (_' S o LINF_220005100
15(8)e21(2) nucleotideos -

Identificados eventos de
duplicacdo génica Possivel pseudogene

Prosseguem no trabalho
‘apenas um gene de cada
Andlise dos 15
1 genes
remanescentes
no GeneDB

Cromossomo

Predi¢do de epitopos

lineares através do.
: : ; LINF_070006600
BepiPred para 059 LINF_100007200
genes

LINF_1500

LINF_180016800
LINF 210021900
LINF_220014400
LINF_310009500
LINF_310021300
LINF_340012400

Figura 9: Diagrama apresentando as etapas de analise pelas ferramentas de bioinformatica e
definicao dos genes mais promissores.

Neste momento nove genes permaneciam como candidatos e as sequéncias das
proteinas codificadas por eles foram analisadas através da ferramenta BepiPred em busca de
possiveis regides de epitopos lineares de células B: LINF 070006600, LINF 100007200,
LINF 1500, LINF 180016800, LINF 210021900, LINF 220014400, LINF 310009500,
LINF 310021300 e LINF 340012400. Neste ponto foi decidido que as proteinas
selecionadas seriam expressas sem conter as regides de peptideo sinal ou dominio
transmembrana, ¢ deste modo a pesquisa por epitopos levou em consideragdo a sequéncia
da proteina com e sem essas regides. Essa decisdo se baseou no fato de que o dominio

transmembrana ¢ a regido da proteina que fica ancorada na membrana plasmatica, ndo sendo
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exposta para o exterior da célula e, portanto, ndo sendo reconhecido por anticorpos. Ja o
peptideo sinal ndo faz parte da proteina, trata-se de uma sinalizagdo para a célula secretar o
produto e, da mesma forma que para o dominio transmembrana, essa regido nio ¢
reconhecida por anticorpos. Deste modo, ¢ desnecessario realizar a expressao heteréloga da
proteina com essas regides uma vez que o objetivo € o reconhecimento por anticorpos

produzidos por células B (Figura 10 e 11; Anexo II).
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Figura 10: Grafico da sequéncia da proteina de LINF_ 310009500 analisada pelo BepiPred. (a)
Sequéncia com dominio transmembrana (b) Sequéncia apds exclusio do dominio transmembrana.
As regides em amarelo representam as areas com os possiveis epitopos de células B.
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Figura 11: Grafico da sequéncia da proteina de LINF 310021300 analisada pelo BepiPred. (a)
Sequéncia com peptideo sinal (b) Sequéncia ap6s exclusdo do peptideo sinal. As regides em amarelo
representam as areas com os possiveis epitopos de células B.

Todos os genes apresentaram resultado satisfatorio nessa busca e, portanto,
prosseguiram para a proxima andlise. Por fim, as sequéncias foram analisadas com
ferramentas que avaliam os codons e indica se serd viavel a expressao da proteina heterologa
utilizando o organismo/sistema previsto (E. coli). Para isso incialmente foi utilizando o
Graphical Codon Usage Analyser (GCUA) ferramenta que mostra a qualidade do codon em
valores de frequéncia e adaptabilidade pelo organismo selecionado (McLNERNEY 1998).
A Figura 12 mostra o resultado do GCUA para o gene LINF 070006600, onde ¢ possivel

identificar que a maioria dos coédons possui adaptabilidade igual ou proxima de 100% e
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apenas um codon da sequéncia possui adaptabilidade inferior a 20%, porém permanece
acima de 10%. De modo que o gene em questdo apresentou, no geral, uma adaptabilidade
satisfatoria, e, nesse caso, a bactéria E. coli possivelmente serd capaz de expressar essa
proteina se for transformada com o plasmideo recombinante. Gréficos referentes aos outros

genes podem ser vistos no anexo III.
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Figura 12: Grafico de analise para Codon Usage utilizando a ferramenta GCUA para o gene
LINF_070006600. O eixo-y indica a adaptabilidade relativa (em porcentagem) para E. coli
¢ 0 eixo-x indica o cddon para cada aminoacido da sequéncia de proteina analisada.
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Por fim, a analise com o GenScript Rare Codon Analysis Tool permitiu verificar o
percentual de bases CG que cada sequéncia possui bem como a adaptagao de cddon e
também a frequéncia de distribuicdo do cdédon. A Tabela 8 mostra os dados dos genes
LINF 070006600 e LINF 310021300 analisados pela ferramenta. Nela podemos observar
que o indice de adaptacdo de cddon para os genes avaliados ficou abaixo do ideal, porém o
conteudo CG apresentou resultado satisfatorio. O mesmo para a frequéncia de distribuicao
de codons, que avalia o percentual de codons de baixa frequéncia presentes no organismo
que sera utilizado para expressar a proteina, que apresentou resultado de 8% e 12%, para

esse indice, o ideal € que os valores estejam abaixo de 30%.

Tabela 8: Valores de adaptagdo de codon (CAl, codon adaptation index), contetido de
bases GC e frequéncia de distribui¢do de coddons (CFD, codon frequency distribution)
para o gene LINF 070006600 ¢ LINF 310021300 tendo como organismo receptor
bactérias Escherichia coli. Adaptado de GenScript.

Resultado da Analise de Cédons Raros

indice
Parametro
LINF_070006600 | LINF_310021300
Adaptacio de cédon (CAl) 0,66 | 0,63 | 0,8-1,0
Contetido GC 66,93% 67,47% 30% - 70%
Frequéncia de distribuicdo
dz cédon (CFD).- com 8% 12% <30%
ase no organismo
hospedeiro alvo

A Tabela 9 apresenta um resumo dos resultados obtidos na ferramenta da GenScript

para os demais genes selecionados.

Tabela 9: Dados obtidos para os nove genes avaliados no GenScript. Os
indices de referéncia para cada parametro sao: CAI— 0,8 a 1,0 / Contetido
GC -30% a 70% / CFD - < 30%.

Indice de Frequéncia de
Gene adaptacio de | Conteudo GC | distribui¢do do
codon (CAI) codon (CFD)
LINF_070006600 0,66 66,93% 8%
LINF 100007200 0,67 66,42% 11%
LINF_1500 0,69 72,60% 7%
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LINF 180016800 0,63 74,31% 18%
LINF 210021900 0,66 70,26% 10%
LINF 220014400 0,73 69,94% 10%
LINF_ 310009500 0,63 48,33% 12%
LINF 310021300 0,63 67,47% 12%
LINF 340012400 0,60 70,77% 20%

Ao finalizar as analises de codon, os nove genes candidatos obtiveram resultados
semelhantes uns aos outros, entdo a sele¢do dos seis genes que fariam parte da préxima etapa
foi realizada levando-se em consideracao principalmente paradmetros como tamanho do gene,
tamanho da proteina expressa e tamanho dos dominios transmembrana e/ou peptideo sinal.

A Tabela 10 apresenta os dados dos nove genes para os parametros avaliados.

Tabela 10: Dados de tamanho dos genes avaliados e seus produtos. Os dados apresentam
informagdes para os tamanhos considerando a proteina nativa e também apos a exclusdo de peptideo
sinal e dominio.

, . Sem Peptideo sinal ou
Proteina nativa . .
Dominio transmembrana
Cromos-
Gene Produto | pares . Peso Pares . Peso
somo Amino- Amino-
de 4cidos molecular de 4cidos molecular
bases —kDa bases —kDa
LINF 070006600| 7 Proteina | = yo5 | 435 14 309 | 102 10
hipotética
LINF_100007200| 10 Proteina | 90 9 123 40 4
hipotética
LINF_1500 15 Proteina | =5, ) )36 23 516 | 171 17
- hipotética
LINF_180016800| 18 Proteina | 500|187 19 483 | 160 16
- hipotética
LINF 210021900| 21 Proteina |, 4 79 8 123 40 4
- hipotética
LINF 220014400| 22 Proteina | ¢35 | 609 56 1749 | 582 53
hipotética
LINF_310009500| 31 Proteina 1, 75 8 156 51 5
- hipotética
LINF 310021300| 31 Proteina | =5 | 149 15 384 | 127 13
- hipotética
LINF 340012400| 34 Proteina | 5679 | 2549 257 6150 | 2049 205
hipotética
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O peso molecular da proteina que seria expressa foi o principal parametro considerado,
visto que quanto menor o produto maior a possibilidade de sucesso na expressao utilizando
as bactérias E. coli, de forma que o primeiro critério para selecao foi o produto ndo possuir
tamanho maior que 60 kDa. Sendo assim, o gene LINF 340012400 foi descartado, pois o
produto, mesmo apds a exclusdo do peptideo sinal e dominio transmembrana possui peso
molecular de 205 kDa. Em seguida, para os oito genes cujo produto era menor que 60 kDa
foram novamente avaliados os resultados do BepiPred e GenScript. Ao se avaliar os dados
do BepiPred, foi utilizado 0.500 como limiar da pesquisa, os aminoacidos com valores
acima desse limiar sdo preditos serem parte de um epitopo de célula B. Para o limiar de 0.500
a ferramenta BepiPred apresenta uma sensibilidade de 58% e uma especificidade de 57%
(JESPERSEN et al. 2017). Deste modo, o gene LINF 100007200 foi excluido, uma vez que
o valor médio ficou abaixo do limiar da pesquisa (Tabela 11) e, portanto, foi dada preferéncia
para genes que possuissem os melhores valores nesse pardmetro. Apesar do gene
LINF 310009500 possuir uma média também abaixo do limiar, quando se observa os
resultados do GenScript (tabela 9) é possivel observar que para os outros pardmetros ele
apresentou melhores resultados, principalmente em relagio ao conteudo de bases GC, e deste
modo permaneceu como gene de interesse. Ja o gene LINF 210021900 também foi excluido
e mesmo apresentando valores satisfatorios no BepiPred, nas andlises de GenScript ele
possui conteudo GC ligeiramente acima de 70%. Outro fator importante para a escolha do
gene LINF 310009500 em detrimento aos outros foi em relagdo as caracteristicas do
genoma de Leishmania infantum, o cromossomo 31 se apresenta em tetrassomia (quatro
copias) no genoma do parasito, indicando haver certa importancia nas proteinas codificadas
pelos seus genes, de modo que a escolha de genes do 31 pode ser promissora e, portanto,

como os demais parametros analisados estavam satisfatorios foi decidido permanecer.

Tabela 11: Valores obtidos através da ferramenta BepiPred para cada um dos genes. Limiar da busca
0.500. Média: valor médio obtido para a sequéncia. Minimo: valor minimo obtido na sequéncia.
Maximo: valor maximo obtido na sequéncia.

Gene Média Minimo Miaximo
LINF_070006600 0.525 0.286 0.720
LINF_100007200 0.491 0.253 0.665
LINF_1500 0.543 0.257 0.701
LINF_180016800 0.526 0.220 0.696
LINF_210021900 0.509 0.215 0.655
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LINF 220014400 0.619 0.282 0.692
LINF 310009500 0.480 0.246 0.657
LINF 310021300 0.521 0.214 0.681

Deste modo, foram escolhidos os seis genes para os quais seriam desenhados os
primers para prosseguir no estudo e validar sua existéncia na cepa de L. infantum do
laboratorio (HUUFS14), sendo eles: LINF 070006600, LINF 1500, LINF 180016800,
LINF 220014400, LINF 310009500 e LINF 310021300. Para fins de facilitar a anotagao
dos dados, a partir deste momento os genes foram denominados conforme mostra a Tabela

12.

Tabela 12: Alteracdo da nomenclatura dos genes usados no trabalho. *O
gene LINF 1500 neste ponto ja estava com a nomenclatura alterada em
funcdo das semelhangas das sequéncias entre os oito genes desse

Cromossomo.
Nomenclatura TriTrypDB Nomenclatura no trabalho

LINF_ 070006600 LINF0700

LINF_1500%* LINF1500
LINF 180016800 LINF1800
LINF 220014400 LINF2214
LINF_ 310009500 LINF3195
LINF 310021300 LINF3121

4.1.1. Busca pelos genes de interesse no genoma de L. infantum HUUFS14.

A busca foi realizada com o objetivo de identificar se os genes selecionados estdo
presentes na cepa brasileira HUUFS14 de L. infantum que ¢ utilizada no laboratorio.
Também foi efetuada busca no genoma da cepa PP75 que também foi utilizada no trabalho.
A Tabela 13 apresenta os resultados da busca pelos genes selecionados no genoma das cepas
disponiveis no laboratorio e que foram utilizadas para a amplificagao dos genes de interesse.
Nela ¢ possivel observar que para os genes LINF0700, LINF 3195 e LINF3121 o
alinhamento corresponde ao tamanho total do gene. Para LINF1500 o resultado retornou um
alinhamento com menor quantidade de pares de base no genoma das cepas de trabalho. J&

para LINF1800 o alinhamento no genoma na cepa HUUFS14 apareceu fragmentado, sem
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similaridade de nucleotideos entre as bases na posicao 353-360. Em PP75, esse gene se
apresenta com menos da metade do tamanho previsto (212 pb). E por fim, LINF2214 no
genoma das cepas do trabalho apresentou alinhamento fragmentado em trés segmentos,
perfazendo uma identidade de aproximadamente 90% nos trés segmentos do alinhamento.

Todas as sequéncias estavam no cromossomo previsto nas cepas de trabalho.

Tabela 13: Resultado do alinhamento (buscas por blast-n) do gene selecionado no genoma de
referéncia (JPCMS5) com o genoma das cepas de L. infantum utilizadas do trabalho (HUUFS14 e

PP75).
Alinhamento® Alinh to?
com L. tnhamento Tamanho do gene na referéncia
. com L. ~ . Cromossomo®
infantum infantum PP7S (pb) e extensao do alinhamento
Gene HUUFS14
Localizacao em JPCM5
(%) (%) JPCM5 JPCM5? | HUUFS14¢| PP75¢
HUUFS14 PP75
LINFO700 100 100 405 1-405 1 —405 7 7 7
LINF1500 100 100 840 1-720 1-720 15 15 15
1-352
LINF1800 99 91 564 1-212 18 18 18
361 —564
412 - 805 1-238
LINF2214 >90 >90 1830 | 852-1057 | 832-969 22 22 22
1281 - 1718 | 1566 — 1685
LINF3195 100 100 228 1-228 1-228 31 31 31
LINF3121 100 100 450 1 —-450 1-450 31 31 31

2 Identidade de nucleotideos ao longo da extensdo de alinhamento entre as duas sequéncias;

®Tamanho do gene em L. infantum JPCMS5 (genoma de referéncia);

¢ Cromossomo em que a sequéncia do gene foi identificada no genoma de cada cepa;
4Genoma de referéncia de Leishmania infantum (TriTryp);
¢ Cepas de de Leishmania infantum utilizada para busca dos genes identificados no trabalho.

4.1.2. Analise das sequéncias de aminoacidos das proteinas de interesse.

foram analisadas

As sequéncias de aminoacidos das proteinas codificadas pelos genes selecionados

utilizando algumas

ferramentas

de

bioinformatica disponiveis.

Primeiramente foi realizada uma busca no banco de dados UniProt. A Tabela 14 mostra

alguns dos resultados apresentados por esse banco de dados.
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Tabela 14: Resultados da busca pelas proteinas dos genes selecionados no banco de dados UniProt.

UniProt
Gene
ID Nome Existéncia | Aminoacidos Familia

LINF0700 | AOA6LOWKLI1 | Proteina hipotética predita 134 sem informagao

Proteina hipotética . . ~
LINF1500 | AOA6LOWZN3 predita 279 sem informagao

conservada

Proteina hipotética . . ~
LINF1800 | AOA6LOXC64 predita 187 sem informagao

conservada

Proteina hipotética . . ~
LINF2214 | AOA6LOXP58 predita 609 sem informagdo

conservada

Proteina hipotética . . ~
LINF3195 | AOA6LOXWP predita 75 sem informagao

conservada
LINF3121 | AOA6LOXVVS | Proteina hipotética predita 112 sem informagao

Putative p- PGP-
LINF3131 A41740 nitrophenylphosphat | predita 338 type_phosphatase

ase

HDA-like

Posteriormente foi realizada uma busca por dominios conservados na sequéncia, essa

busca foi realizada no banco de dados CDD (Conserved Domain Database - NCBI). O

resultado dessa busca ndo identificou dominios conservados em LINF0700, LINF1500,

LINF1800, LINF3195 e LINF3121. Ja para LINF2214 e LINF3131 foram identificados

possiveis dominios conservados nas sequéncias das proteinas. Os resultados estdao

apresentados na Tabela 15.

Tabela 15: Resultado da analise das sequéncias das proteinas pela ferramenta CDD

do NCBL
Tamanho CDD
Gene (:a,
proteina Super familia Descricao Localizacdo | E-value
(AA)*
PHAO03377 | EBNA-3C; Provisional 200-278 4,81E-07
PHAO03377 | EBNA-3C; Provisional 112-215 5,38E-07
LINF2214 609 :
Large tegument protein

PHAO03247 UL36: Provisional 118-514 7,82E-07
PHAO03377 | EBNA-3C; Provisional 515-593 7,83E-07
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Haloacid Dehalogenase-

LINF3131 like Hydrolases

7,08E-62

338 ‘ HDA like

‘ 18-331

AA — Aminoacidos

A superfamilia PHA03377 identificada em LINF2214 inclui proteinas descritas como
EBNA-3C, que atuam como reguladores da transcricdo e possuem efeitos regulatorios do
ciclo celular. Duas regides de 78 e 103 residuos de aminoacido na por¢ao N-terminal e uma
terceira de 78 AA na C-terminal apresentaram similaridade com esse dominio. Um quarto
alinhamento de extensao mais significante (396 AA) se deu para a superfamilia PHA03247,
no dominio Large tegument protein UL36, cuja funcdo se caracteriza por apresentar uma
atividade deubiquitinante. Ja a superfamilia haloacido desalogenase (HAD) presente em
LINF3131 inclui hidrolases de carbono e fésforo. Essas proteinas catalisam reacdes de
substituicao nucleofilica em centros de fésforo ou carbono, usando um carboxilato de
aspartato conservado em catélise covalente. Todos 0os membros possuem um dominio central
alpha/beta conservado.

Com o auxilio da ferramenta AlphaFold foi realizada a predicdo da estrutura das
proteinas dos genes selecionados. Como resultado foram obtidas as possiveis estruturas
tridimensionais. A proteina de LINF3131 foi a que apresentou um modelo com maior
confianca. Para as outras a confian¢a no modelo em geral foi muito baixa, algumas possuido
pequenas area cuja confianga era baixa ou confiante (Figura 13). Por se tratar de proteinas
hipotéticas e ndo possuirem, em sua maioria, dominios conservados conhecidos a confianca
no modelo fica baixa e, portanto, algumas regides se apresentam desestruturadas no modelo

predito pelo AlphaFold.
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Confian¢a no modelo

m Muito alta (pLDDT > 90)
Confiante (90 > pLDDT > 70)
Baixa (70 > pLDDT > 50)

I Muito baixa (pLDDT < 50)

Figura 13: Predicdo da estrutura tridimensional das proteinas. (a) LINF0700. (b) LINF1500.
(c) LINF1800. (d) LINF2214. (e) LINF3195. (f) LINF3121. (g) LINF3131. A estrutura foi
predita utilizando a ferramenta AlphaFold, que produz uma pontuacdo de confianga por
residuo (pLDDT) entre 0 ¢ 100. Algumas regidoes com baixo pLDDT podem ser
desestruturadas isoladamente.
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Posteriormente foi realizada a predicdo de epitopos de células T utilizando a

ferramenta disponivel no site do IEDB. A classificagdo de percentil gerada na analise

permite identificar os possiveis epitopos com maior afinidade aos alelos selecionados na

busca. A tabela 16 apresenta os cinco peptideos melhor ranqueados de cada proteina

analisada, os alelos para os quais eles possuem maior afinidade e a taxa de cobertura para a

populagao brasileira.

Tabela 16: Lista dos peptideos identificados como possiveis epitopos MHC classe Il para cada uma

das proteinas analisadas e taxas de cobertura para a populagdo brasileira.

Cobertura na

Proteina Peptideo HLA populacio
brasileira (%)
KRRVAYKGSAVTQEL  DPBI1*14:01, DRB1*04:05, DRB1*15:01
LWIAVHRNGPHPTRR DRB3*01:01
GGEYSTSCAASRRVA  DRB5*01:01, DRB3*02:02, DRB1#04:01
LINF0700 DPB1#14:01, DPB1#05:01, DRBI*01:01, 94,09
RWCKRFGNVLAVLAH  DPB1*01:01, DPB1%04:02, DRB3*02:02,
DRB1*04:05, DRB1%09:01
DPB1#14:01, DPB1#05:01, DPB1*01:01,
CKRFGNVLAVLAHAQ  DRBI*01:01, DRB1#04:05, DRB1*08:02,
DRB3*02:02
DPB1*14:01, DRB3*02:02, DRB1*09:01,
VGYLARSSASATSFA  pp1#08:02, DRBI*01:01, DRB1*04:01
DRB5*01:01, DPB1*14:01, DRB1*04:01,
ATSFASATSVARFFR ~ DRB3*02:02. DPB1*05:01, DRB1*07:01.
DRB1*01:01
DPB1*14:01, DRBI1#04:01, DRB3*02:02,
DRB1#08:02, DPB1#05:01, DRB1*01:01.
LINF1500 | TPRRASTAVSSAAES — ppnis)1.01. DPB1#01:01. DRBI1*04:05, 57,29
DRB1#09:01
DPB1*14:01, DRB5*01:01, DRB3*02:02,
RLSSLRLASASSRAR  DRBI*04:01, DRB1*08:02, DRBI*01:01,
DPB1#05:01, DRB1#03:01, DRB1#09:01
DPB1*14:01, DRB5*01:01, DRB3*02:02,
SSLRLASASSRARSW ) B1%04:01, DRB1*01:01, DRB1*03:01
DRB1*09:01, DRB1*12:01, DPB1*14:01,
LTPAAWIAGLAAGLR DRB5*01:01, DRBI1*01:01
GDRACLLPRRRLSGC DRB1*11:01
LINF1800 LRLRWRCGGPRPRQS DRB5*01:01 40,46
GTLRGVRGSLAAESA DPB1*14:01, DRB1*01:01
VRGSLAAESApRLTL  DPBI*14:01, DRBI*09:01, DRBI*03:01,

DRB3*02:02, DRB1*04:01
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VGPLSVDVGPLSVGP DRB1*03:01, DRB3*02:02
AVGPLSVDVGPLSVG DRB1*03:01, DRB3*02:02
LINF2214 | PQSVGPLSVDVGPQS DRB1#03:01, DRB3*02:02 11,24
DVGPLSVDVGPLSVG DRB1*03:01, DRB3*02:02
QSVGPLSVDVGPQSV DRB1#03:01, DRB3*02:02
DRB1*09:01, DRBI*07:01, DRBI*01:01,
KFTKAKVCHAQGALYV ~ DRBI*13:02, DRBI1*08:02, DPB1*14:01.
DRB1*11:01
£ . % . * .
QGALVINSRSQAQYP ~ DRB3*02:02 DDRRI}a.;1 *??3(())21’ DRB1*03:01,
LINF3195 : 71.8
TNSRSQAQYPFFCVP DPB1*02:01, DPB1*04:01
QQPSVHPMPARKGHT DRB5*01:01
SVHPMPARKGHTHKK DRB5*01:01
DRB1*01:01, DRBI*15:01, DPBI*01:01,
HGSVLLLMAPGLHEL  DPB1*05:01. DRB5*01:01, DPBI1#14:01.
DRB1*04:05, DRB1*09:01
APGLHELPAAITAFE DRB1*01:01
DRB1%09:01, DRBI*07:01, DRBI1*04:01
AITAFEQATSSGIPG ’ ’ ’
LINF3121 DRB1*01:01 95,69
DPB1#05:01, DPB1*14:01, DPB1*04:02,
AAANARVALSVFKHC DPB1*01:01, DRBS*01:01
DPB1#05:01, DPB1*14:01, DPB1*04:02,
AANARVALSVFKHCT g 1401.01. DRB5*01:01, DPB1*04:01
DPB1*01:01, DPB1%05:01, DRB3*02:02.
DRB1*07:01, DPB1#04:02. DRBI*15:01.
GKSLRFISNTLILQR DRB1#04:05, DPB1%04:01. DPB1*14:01.
DRB1*04:01, DRB1#*13:02, DRB1*08:02
ES .
LiNgagag | GCKQKISLQDLNPVA DRB4*01:01 96,94
VIGVDYAMNMTELAA DRB3*02:02, DRB3*01:01
GANRFLLPSSGAILA DRB1%09:01
RFLLPSSGAILAAVT DRB1*09:01

4.2, AMPLIFICACAO DOS GENES DE INTERESSE USANDO A CEPA BRASILEIRA
HUUFS14 DE L. infantum.

Foram feitos diversos testes até que se obtivesse a ciclagem ideal para cada primer,

contudo os genes LINF1500 e LINF2214 ndo amplificaram. Para os demais genes,
LINF0700 (317bp), LINF1800 (491bp), LINF3195 (164bp) e LINF3121 (388bp) os

produtos da amplificagdo prosseguiram para a proxima etapa. Todos os genes que

amplificaram nas reagdes continham o DNA gendmico de Leishmania infantum HUUFS14

como molde. Nao ocorreu amplificagdo para a cepa Leishmania infantum PP75. As cepas de
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Crithidia-like (LVHI117), L. amazonensis (M2269), L. brasiliensis (LTCP393) foram
utilizadas para validar experimentalmente os resultados in silico. Assim, pode-se comprovar
que os genes selecionados eram exclusivos de L. infantum e ndo estdo presentes em outros
tripanosomatideos da subfamilia Leishmaniinae encontrados no Brasil. A Figura 14
apresenta o resultado da eletroforese, onde ¢ possivel identificar as bandas correspondentes

ao produto da amplificacao de cada gene, nos pogos 2, 13, 20 ¢ 26.

LINF0700 LINF1500 LINF1800
=
-
—
-
400pb
-
1!!" . - PR - e - - . .

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

LINF3195 LINF3121

400pb
200pb

B TR ARET

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Figura 14: Eletroforese em gel de agarose 1% apresentando as bandas da amplificagdo do PCR dos
primers desenhados para LINF0700, LINF1500, LINF1800, LINF3195 E LINF3121. Legenda: 1, 7,
14 19 e 25 — PP75 (Leishmania infantum) / 2, 8, 13, 20 ¢ 26 — HUFS14 (Leishmania infantum) / 3,
9, 15,21 e 27 — LVHI117 (Crithidia-like) / 4, 10, 16, 22 e 28 — M2269 (Leishmania amazonensis) /
5,11, 17, 23 € 29 — LTCP393 (Leishmania brasiliensis) / 6, 12, 18, 24 ¢ 30 — controle negativo.
Imagem do gel visualizada e documentada em aparelho fotodocumentador digital Bio-Rad
ChemiDocTM XRS+ Systems, software Image Lab (versdo 3.0).
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Apos a validacao dos primers foi feita nova reagdo PCR para que o produto pudesse
ser purificado (MAKOVETS 2013). O produto dessa nova reagao foi resolvido em gel de
agarose e em seguida purificado. Apos a purificacdo os produtos foram armazenados a
temperatura de -20°C até o momento de uso. Em seguida foram realizadas reacdes de
digestdo dos produtos purificados e do vetor pET28a pra que se pudesse produzir o
plasmideo recombinante (vetor + inserto de interesse) que foi utilizado para transformar as

bactérias E. coli DH5a.

4.3. CONFIRMACAO DE CLONAGEM DO FRAGMENTO DE INTERESSE EM
VETOR pET28a.

Foi decidido que o gene LINF3195 ndo continuaria nas préximas etapas, pois apesar
dos genes do cromossomo 31 serem promissores ao se avaliar novamente a proteina
codificada pelo gene foi visto que o seu tamanho, por ser muito pequeno (9kDa), seria um
fator dificultador para os procedimentos posteriores de purificacdo, de modo que a partir
desse ponto apenas os genes LINF0700, LINF1800, LINF3121 passariam pelo procedimento
de clonagem e posterior inducdo de expressdo. Apds os procedimentos de cultura e
preparagao do inoculo, os plasmideos foram recuperados utilizando kit comercial. Para o
gene LINF1800 ndo ocorreu o crescimento da cultura de bactéria transformante, indicando
que o procedimento de transformagdo para esse gene ndo foi bem-sucedido naquele
momento. A confirmacgdo da clonagem foi realizada pela reacdo de PCR utilizando os
plasmideos recuperados como DNA molde e em seguida foi executada uma eletroforese para
visualizar as bandas correspondentes. Como mostra a Figura 15, a clonagem foi confirmada
para os genes LINFO700 e LINF3121. Na figura € possivel identificar a presenca das bandas
referentes aos genes LINF0700 (317pb) e LINF3121 (388pb) para os plasmideos

recuperados de dois indculos de cada gene.



Resultados 71

LINFO700 LINF3121
PM 1 2 3 4

400 pb

Figura 15: Eletroforese em gel de agarose 1% para confirmacao da clonagem. Nota-se a presenca
das bandas correspondentes aos genes nos quatro pogos que continham as reagdes para LINF0700
(317bp) e LINF3121 (388bp) indica que a clonagem foi confirmada. Legenda: PM — Padrao (peso)
molecular. 1 — Plasmideo recuperado do inéculo 1 de LINF0700. 2 — Plasmideo recuperado do
indculo 2 de LINF0700. 3 — Plasmideo recuperado do indculo 1 de LINF3121. 4 — Plasmideo
recuperado do inoculo 2 de LINF3121.

Em seguida as amostras foram enviadas para sequenciamento para que fosse
confirmado se a clonagem havia ocorrido corretamente. Foi realizado alinhamento (BLASTn)
da sequéncia do gene de interesse clonado com a sequéncia de referéncia (L. infantum
JCPMS) usada para o desenho dos primers. A analise desse alinhamento mostrou que para
o gene LINF0700 houve uma cobertura de 100% com um percentual de identidade também
de 100%, indicando que a clonagem foi confirmada e ndo houve nenhuma alteracdo ou
substitui¢ao dos pares de bases presentes na sequéncia. Ja para o gene LINF3121 a cobertura

foi de 100% com um percentual de identidade de 99,74% (Tabela 17).
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Tabela 17: Alinhamento da sequéncia do gene de interesse clonado no vetor pET28a com a
sequéncia de referéncia (L. infantum JCPMS). Foi utilizada a ferramenta de alinhamento BLASTn,
disponivel no site do NCBI.

Gene Identificacao Pon,tu.ac;ao Pontuagio Cobertura E- Pf:rcen.t ual de
maxima total value identidade
LINF 070006600 | LINF0700 582 582 100% le-170 100%
LINF 310021300 | LINF3121 715 715 100% 0,0 99,74%

A Figura 16 apresenta o alinhamento para o gene LINF3121, onde ¢ possivel
identificar que ocorreu a substituicdo de uma base da sequéncia durante a clonagem.
Contudo, trata-se de uma substituicao sinonima, uma vez que o novo cddon formado com

essa substitui¢do traduz para o mesmo aminoacido (alanina) da sequéncia obtida no banco
de dados.

Score Expect Identities Gaps Strand
715 bits{387) 0.0 389f39ﬂ{39qh} 05330{0@@] Plus/Plus

Ref 4 GGATCCATCCAGCTCCACGAGGLAAGCCGCGCCCCACCCACCCTCGLGCGACACAGGTAC 63

LELEREERLELL LR LR L L L L LE LT
Clone 153 GGATCCATCCAGCTCCACGAGGCAAGCCGCGCCCCACCCACCCTCGCGCGACACAGGTAC 212

Ref 64 ACCACCGCCACGTACTGCAGCAAGCACCAGCGGCACGGAAGTGTGCTACTGCTCATGGLT 123

LLLLLCEERET L EELERE L L L L L LEEE R LR L L L TEEL] ]
Clone 213 ACCACCGCCACGTACTGCAGCAAGCACCAGLGGCACGGAAGTGTGCTACTGCTCATGGLT 272

Ref 134 CCCGGGCTCCACGAGCTGCCGGCTGCAATCACTGCGTTCGAGCAGGCCACGTCATCCGGC 183

LELLLEELLLEE LR L R e LR LR
Clone 273 CCCGEGCTCCACGAGCTGCCGGCTGCAATCACTGCGTTCGAGCAGGCCACGTCATCCGEE 332

Ref 184 ATCCCAGGCAGCGAGCCAGCAGCAGCAATGLCGATCGAGGLAGGCCCCAGAGCAGATATC 243

LELELERRERL LR L L LR L L L]
Clone 333 ATCCCAGGCAGCGAGCCAGCAGCAGCAATGCCGATCGAGGCAGGCCCCAGAGCAGATATC 392

Ref 244 CAACACGGLACGCCGGTTCGLGAGCACACGTCGCCGLCGGLCCACCTCAGLGATGGLGTC 383

CEERRLLEELEE L e e L e e e e e e it
Clone 393 CAACACGGCACGCCGGTTCGCGAGCACACGTCGCCGLCGGCCCACCTCAGCGATGGCGTC 452

Ref 304 GCGGCAGCAAACGCACGGGTCGCCCTCAGCGTGTTCAAGCACTGCACAGGAGTGARAGAG 363
LEEERELEE L LR e e R e e e i
Clone 453 GCGGCAGCAAACGCACGEGTCGCCCTCAGCGTGTTCAAGCACTGCACAGGAGTGAAAGAG 512

e |
Ref 364 TCTGGTGCACGCGTCRCGLCCTGCTCATAA 393 [GCG & GCA codficam para o

FEERRRRRRRIRRRnIE e in it Bl !
Clone 513 TCTGGTGCACGCGTOGCACCCTGCTCATAA 542 |Mesmo aminoacido - Alanina

Figura 16: Alinhamento da sequéncia do gene de interesse LINF3121 clonado com a sequéncia de
referéncia de Leishmania infantum (JPCMS). Na imagem o codon em destaque apresenta a
substituicdo sinénima de base. Ref: sequéncia do gene de referéncia (L. infantum JCPMS5) sem o
peptideo sinal e com o sitio de restri¢do da enzima. Clone: sequéncia obtida no sequenciamento do
plasmideo recombinante.
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4.4. EXPRESSAO PILOTO DE LINF0700, LINF3121 E LINF3131 EM E. coli.

Um clone positivo (confirmado por sequenciamento) de cada gene de interesse foi
selecionado para a indugdo da proteina recombinante. As amostras foram induzidas com
IPTG nas concentragdes 0,2mM, 0,4mM e 1,0mM para LINFO700 e LINF3121 e 0,4mM
para LINF3131. Essa proteina tem apresentado bons resultados para identificacdo molecular
de L. infantum, e o experimento de inducdo foi realizado conforme protocolo testado
anteriormente pelo grupo. Foram coletadas amostras apos os tempos 0, 1, 2, 3 e 4 horas de
indugdo para LINFO700 e LINF3121 e nos tempos O e 4 horas para LINF3131. Essas
amostras foram analisadas em gel SDS-PAGE 12%, corado com Coomassie Brilhant Blue
para avaliar se ocorreu a expressao da proteina recombinante de maneira heteréloga.

A Figura 17 apresenta o resultado do SDS-PAGE para o extrato total da indugdo de
LINF0700 nas concentra¢des de IPTG de 0,2mM, 0,4mM e 1,0mM. E possivel identificar
uma banda referente a proteina recombinante induzida (16 kDa) em todas as concentragdes
utilizadas e em todos os tempos de coleta. Desta forma, para essa proteina recombinante
podemos considerar que a concentracao de 0,2 mM de IPTG ¢ a recomendada para se realizar

a inducdo da expressdo da proteina recombinante.
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Induzido 0,2mM IPTG Induzido 0,4mM IPTG
PM NI 1h 2h 3h 4h 1h 2h 3h 4h

KDa

116-

66,2 -

45 -

35-

25-

18,4 -
14,4 -

Induzido 1,0mM IPTG

KDa

116 -

66,2 -

45 -

35-

25-

18,4 -
14,4 -

Figura 17: Indugao LINF0700 com IPTG em 50 mL de meio LB-Canamicina. (a) 0,2 mM e 0,4 mM.
(b) 1,0 mM. PM - Padrdo molecular. NI — N&o induzido. Tamanho previsto da proteina recombinante
14 kDa.
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Com o objetivo de identificar melhor tempo de inducdo para LINF0700, foi feita a
analise da imagem referente a inducao com 0,2 mM de IPTG utilizando o software livre

ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/) para que se pudesse identificar em qual tempo ocorreu

uma maior expressao da proteina. Para a andlise levou-se em consideragdo a area no grafico

referente ao pico da banda de expressao da proteina (Figura 18).

1 hora
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Figura 18: Curva de indugdo de expressdo para LINF0700 nos tempos 1, 2, 3 ¢ 4
horas. A area em cinza representa a area referente a proteina de interesse. Imagem e
quantificagdo gerada pelo software ImageJ 1.53t (Wayne Rasband - National
Institutes of Health - NIH).

Ao se calcular a area total de cada pico foi identificado que o tempo de 4 horas possui

uma area maior. A Tabela 18 apresenta os valores da area de cada pico no grafico da Figura
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18 bem como o valor normalizado para cada area em fun¢do do tempo de 1 hora. Deste modo
pode-se considerar que o melhor tempo para a obter maior quantidade da proteina
recombinante ¢ de 4 horas e utilizando 0,2 mM de IPTG para indugado ja ¢ suficiente para

uma boa expressao.

Tabela 18: Valores do calculo da area do grafico referente a inducéo
da expressdo nos tempos 1, 2, 3 ¢ 4 horas. O tempo de 1 hora foi
usado como constante para normalizar a area de cada pico.

Tempo | Area do pico* norlé;fiia da
1 hora 9.705.477 1

2 horas 12.606.477 1,29

3 horas 12.915.770 1,33

4 horas 13.136.770 1,35

* unidades arbitrarias.

Contudo, a proteina codificada pelo fragmento de interesse (102 aminoacidos, 10,93
kDa) do gene LINF0700 associada a tag do vetor na por¢do N-terminal (34 aminodacidos,
3,56 kDa) deveria apresentar um peso molecular aproximado de 14,4 kDa, e na SDS-PAGE
foi identificada a indug¢ao de uma proteina com aproximadamente 16 kDa. Ao se analisar a
sequéncia do inserto ligado ao vetor foi verificou-se que nao ocorreu alteragdo no frame da
sequéncia, e que, por alguma razdo desconhecida durante a tradugdo da proteina o codon de
terminac¢do ndo foi reconhecido e a proteina continuou a ser traduzida até o proximo coédon

de terminagdo da sequéncia do vetor, como apresenta a Figura 19.



Resultados 77

ATG GGC AGC AGC CAT CAT CAT CAT CAT CACAGC AGC GGC CTG GTG CCG CGC GGC AGC CAT

:> His - tag Sitio de trombina

Sequéncia do primer forward
GGA TCC AAG ACG CCGAAGAGACG

T7 - tag BamHI Sequéncia do gene de interesse

GTG GCG TAC AAG GGG TCG GCG GTG ACG CAG GAACTG TGG ATT GCA GTG CAC CGAAAC GGA

¥

Sequéncia do gene de interesse

CCTCAC CCGACACGG CGAGAACGC CTC AGC GGC GGC GGC GGC GAG TAC AGC ACG TCG TGC

0

Sequéncia do gene de interesse

GCC GCA TCAAGA CGC GTC GCTAAACCG TCG CAGAGG TGC AGC CCC CCACTG CCG CCG CCG

0

Sequéncia do gene de interesse

GGG CGG TGG TGC AAACGC TTT GGAAAC GTT CTG GCG GTG CTC GCA CAC GCA CAG GAC CGG

0

Sequéncia do gene de interesse

Regido de anelamento do primer reverse*

ACA CAC ACAACG GGC GCTGGT GCT GGC GGC GTA CC|T GGC CCA CGC CAC TGAAAG CTT|GCG
Sequéncia do gene de interesse ¢ Hindlll

0

GCC GCA CTC GAG CAC CAC CAC CAC CAC CAC TGA

His - tag <&

:> Sentido da tradugdo + Stop codon

Figura 19: Representagdo da sequéncia do gene LINF0700 inserido no vetor pET28a. *Regido de

alinhamento do primer reverse na fita complementar do DNA.

A Figura 20 apresenta o resultado do SDS-PAGE para o estrato total da inducao de
LINF3121 com IPTG nas concentragdes de 0,2 mM, 0,4 mM e 1,0 mM. A proteina
recombinante LINF3121 associada a tag do vetor possui peso molecular de 16kDa. Nas
imagens ¢ possivel verificar que ndo houve a expressao da proteina de interesse, visto que
ndo ha visualizacdo de bandas com o peso molecular previsto nas amostras induzidas. O
protocolo de indugdo para a expressao dessa proteina recombinante deve ser revisto € novas

tentativas devem ser realizadas para que se obtenha um resultado favoravel.
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Induzido 0,2mM IPTG Induzido 0,4mM IPTG
PM NI 1h 2h 3h 4h 1h 2h 3h 4h

KDa

116 -

66,2 -

45-

35-

25-

18,4 -
14,4 -

Induzido 1,0mM IPTG
KDa

116 -

66,2 -

45-

35-

25-

18,4 -

14,4 -

Figura 20: Inducdo LINF3121 com IPTG em 50 mL de meio LB-Canamicina. (a) 0,2 mM e
0,4mM. (b) 1,0 mM. PM - Padrdo molecular. NI — Nao induzido. Tamanho previsto da proteina
recombinante 16 kDa.
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Para o gene LINF3131 foi repetido o experimento anteriormente realizado pelo grupo
e com o qual havia se obtido sucesso na expressao da proteina recombinante. Contudo,
apesar de todas as condi¢gdes do experimento anterior terem sido replicadas, nessa tentativa
ndo ocorreu a expressdo da proteina. A banda correspondente a proteina de LINF3131
deveria estar presente no induzido por 4 horas com 0,4mM de IPTG na altura aproximada

de 36 kDa (figura 21).

a b Induzido
0,AmM IPTG
PM NI 4h
Induzido 0,4 mM IPTG 4h KDa
PM NI ET FS F

kDa 146.-
116 -

66,2 - 66,2 -
45 -

45 -
35 -

35 -
25 -

18,4 - 25 -
14,4 -

18,4 -

14,4 -

Figura 21: Indugo LINF3131 (a) 0,4 mM IPTG, 4 horas, 30 °C, realizada anteriormente
pelo grupo, a marcacdo em vermelho indica a posi¢do da banda referente a proteina
recombinante. (b) 0,4 mM IPTG, 4 horas. 30°C, realizada nesse trabalho. PM - Padrio
molecular. NI — Nao induzido. ET) Extrato Total, FS) Fragdo Soluvel, FI) Fracgdo
Insoluvel. Tamanho previsto da proteina recombinante: 36 kDa.
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5. DISCUSSAO

A Leishmaniose Visceral ¢ uma doenga infecciosa/parasitdria com altas taxas de
morbidade e mortalidade quando ndo diagnosticada e tratada precocemente. Nos ultimos
anos foram registrados no Brasil aproximadamente 2.000 novos casos/ano (MS 2022). O
diagnéstico correto da doenca ¢ de fundamental importancia para um melhor progndstico e
melhoria da qualidade de vida do paciente. O genoma de Leishmania infantum, parasita
causador da LV no Brasil, estd disponivel em bancos de dados publicos possibilitando o
estudo de grande numero de genes codificadores de proteinas. Com os principios € métodos
decorrentes da técnica do DNA recombinante tornou-se possivel a produgdo e andlise de
uma grande quantidade de proteinas de interesse para fins de diagnostico e biomarcadores.

Diante da sintomatologia inespecifica e da necessidade de diagnostico diferencial para
LV, a busca por genes especificos de L. infantum se torna promissora na tentativa de
identificacdo de uma proteina especifica do parasita e que seja capaz de estimular o sistema
imunologico do hospedeiro, de forma a garantir um diagndstico mais preciso. A tentativa de
desenvolvimento de testes sorologicos mais sensiveis e especificos vem sendo realizada
continuamente. Técnicas de triagem imunogenomica tem sido utilizadas para a identificagao
de novos antigenos para o diagnostico sorolégico (CARVALHO. et al. 2018). Uma
importante estratégia para a ampliagdo na evolugdo dos testes sorologicos ¢ o uso de
ferramentas de bioinformatica. A possibilidade se se prever epitopos de células B € capaz de
elencar muitos candidatos para producdo de peptideos recombinantes ou até mesmo o
desenvolvimento de peptideos sintéticos (DE BRITO et al. 2020). Muitas proteinas com
potencial de reconhecimento por anticorpos tém sido estudadas e demonstradas por
pesquisadores em varias partes do mundo. No Brasil, Dias ef al. em estudo realizado em
2018, testaram, a proteina recombinante rLiHyS para diagnostico soroldgico em caes e
humanos e obtiveram elevadas taxas de sensibilidade (DIAS et al. 2018). Essa proteina havia
sido inicialmente reconhecida no soro de caes com LV mas ndo em caes saudaveis ou com
T. cruzi em estudos anteriores de imunoprotedmica (COELHO et al. 2012).

Novas proteinas recombinantes de L. infantum tem sido estudas por varios
pesquisadores como alvos para diagndstico de LV e muitas tem se mostrado promissoras
quando comparadas as presentes nos testes atualmente disponiveis (RAMOS et al. 2021,
FARAHMAND e NAHREVANIAN 2016; MAGALHAES et al. 2017; SALIBA et al.
2019).
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Neste trabalho foram identificados e avaliados in silico genes especificos de L.
infantum que posteriormente foram avaliados in vitro, por meio da clonagem e da expressao
piloto das proteinas codificadas por eles em bactérias. A expressao heterdloga de proteinas
permite que organismos que ndo expressam uma proteina de interesse possam sintetiza-la
em diferentes escalas, possibilitando o seu uso para diversas finalidades. O sistema de
expressao escolhido neste trabalho foi o de procarioto usando a bactéria E. coli linhagem
BL21 (DE3), devido ao baixo custo, rapidez e quantidade de proteina que a bactéria ¢ capaz
de produzir (KAUR et al. 2018; TERPE 2006). O propdsito deste trabalho foi elencar um
grupo de proteinas espécie-especificas de L. infantum que possa ser analisado num proximo
estudo em testes com soros de pacientes com LV e amostras de animais (espécies que atuam
como reservatorio da LV) para identificar seu potencial antigénico e possivel uso para
diagnostico soroldgico da doenca.

Todas as proteinas identificadas nessa primeira etapa se tratam de proteinas
hipotéticas, o que significa que sdo proteinas cuja existéncia foi inferida a partir da analise
computacional da sequéncia do DNA gendémico, porém ainda faltam evidéncias
experimentais de que ela seja expressa pelo organismo (DESLER ef al. 2009). Sao proteinas
completamente desconhecidas, cuja fun¢ao ndo pode ser predita nem por buscas em bancos
de dados de dominios proteicos ou familias de proteina. Contudo, LINF2214 foi a unica
proteina na qual a ferramenta foi capaz de predizer a presenca de dominios conservados
pertencentes as superfamilias PHA03377 e PHA03247. Em PHAO03377 foi identificado o
dominio descrito como EBNA-3C, que ¢ uma das proteinas expressas pelo virus gama-
herpesvirus Epstein-Barr (EBV) durante a infec¢ao e imortalizagao de linfocitos B humanos.
Sabe-se que EBNA 3C funciona como um regulador da transcrigao viral e celular e tem
efeitos nas vias regulatorias normais do ciclo celular (WEST 2006). Em PHA03247 o
dominio identificado foi descrito como Large tegument protein UL36, que se trata da maior
proteina do tegumento do virus herpes simplex 1 (HSV-1). Essa proteina contém uma
atividade deubiquitinante embutida. Foi descrito que para o citomegalovirus murino € o virus
Epstein-Barr, os homoélogos dessa proteina exibem atividade deubiquitinadora in vitro, o que
pode indicar se tratar de uma funcdo importante (SCHLIEKER et al. 2005). De modo que
para LINF2214 pode-se inferir a possibilidade de a proteina apresentar alguma func¢do
relevante para o ciclo celular do parasito. Por meio de analises in silico para busca de
peptideo sinal e dominios transmembrana foi possivel predizer seu provavel local de atuagao,

no meio extracelular por meio de secre¢do (presenca de peptideo sinal) ou atravessando a
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membrana celular (presenga de regides transmembranares). As fungdes dessas proteinas
hipotéticas, bem como algumas de suas caracteristicas ndo podem ser atribuidas até serem
realizados mais estudos para isso (SOUZA et al. 2021).

Através dos estudos de bioinformatica muitas proteinas hipotéticas tem sido
identificadas e sendo utilizadas em diferentes pesquisas para avaliar suas fungdes,
caracteristicas e seu potencial para futuros testes diagnosticos (LAGE et al. 2016; DIAS et
al. 2018; MACHADO et al. 2020; OLIVEIRA-DA-SILVA et al. 2020; DIAS et al. 2018).

Definidos os genes a etapa seguinte foi o desenho dos iniciadores (primers) para a
amplificacdo do gene de interesse e consequentemente, validar in vifro sua presenga no
genoma da cepa de L. infantum (HUUFS14) utilizada no laboratorio. Foram desenhados
primers para seis dos nove genes identificados, contudo a amplificagdo s6 foi bem sucedida
para quatro deles. Apesar das varias reacdes realizadas a fim de padronizar a PCR, para
LINF1500 e LINF2214, a amplificagdo desses genes ndo foi observada. Alguns fatores
influenciam a taxa de falha de PCR, tais como a pureza do DNA gendmico, o comprimento
dos fragmentos de DNA e a exclusividade das sequéncias de primers de PCR (ANDERSON
et al. 2008). Ao se realizar a busca desses genes no genoma de HUUFS14 e PP75, foram
identificadas diferencas em relacao ao tamanho do gene quando comparado com o da cepa
de referéncia JPCMS. Para as duas cepas, o gene LINF1500 apresentou um tamanho menor,
com 120 pares de base a menos na porgao final da sequéncia. Esse fato pode ter inviabilizado
a amplificacdo pois o primer reverse nao teria se alinhado ao molde causando um
impedimento para a amplifica¢do. Para o gene LINF2214 a busca retornou como resultado
diversos fragmentos, porém com porgoes iniciais e finais do gene “perdidas”. Possivelmente,
os primers ndo podem ter alinhado durante a reagao e, portanto, ndo ocorreu a amplificacao.
Ha a possibilidade de LINF2214 ndo estar presente nos genomas das cepas utilizadas nesse
estudo, pelo menos ndo em sua totalidade (1830 pb). Contudo, outras tentativas precisam ser
realizadas para confirmar essa informacao, inclusive desenhando novos primers para outras
regides do gene. Os genes que seguiram no trabalho passaram para a etapa de clonagem que
consistiu na purificagdo do produto de PCR e ligagdo inserto-vetor usando o plasmideo
pET28a.

O MHC codifica moléculas cuja funcao ¢ se ligar a peptideos antigénicos e apresenta-
los para receptores de linfocitos T especificos. Trata-se de um loco poligénico contendo
genes altamente polimorficos que codificam moléculas de classes I e II. O MHC de classe |

¢ um receptor de antigenos proteicos endogenos e o MHC de classe II ¢ um receptor de
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antigenos proteicos exdgenos (ABBAS et al. 2019). A predig¢ao dos epitopos retornou com
diversas possibilidades de peptideos com alta afinidade para alelos HLA classe II. A
identificacdo desses possiveis epitopos indica que as proteinas analisadas nesse trabalho
podem ser capazes de ativar o sistema imunoldgico de humanos, uma vez que a molécula
MHCII se liga ao peptideo antigénico no interior da célula do hospedeiro ocorre a migracao
para a superficie celular para serem apresentados aos linfocitos T (BUSCH e MELLINS
1996; CRESSWELL 1996).

O gene LINF3195, apesar de ter sido bem sucedido na padronizagido da sua reagdo de
PCR, foi excluido do trabalho. A proteina codificada por ele ¢ muito pequena, possuindo
apenas 8 kDa (5 kDa apds a exclusao do dominio transmembrana), o que dificultaria a sua
posterior purificacdo pela metodologia que se pretendia utilizar.

Para os genes LINF0700, LINF1800 e LINF3121 foram realizadas as etapas seguintes
de clonagem. Contudo, apesar das tentativas de transformacao das bactérias E. coli com o
plasmideo recombinante de LINF1800, nenhum clone bacteriano foi obtido para este gene.
Acredita-se que o problema tenha sido de um insucesso nas tentativas de ligagdo inserto-
vetor realizadas para esse gene. Desse modo, os experimentos de clonagem foram realizados
para os genes LINFO0700 e LINF3121.

ApoOs a recuperagdo dos plasmideos recombinantes das colonias de bactérias
transformadas foi realizada uma reacao PCR para verificar a presenca do gene de interesse
no vetor. Os plasmideos recombinantes para os quais a presen¢a do inserto no vetor foi
confirmada foram encaminhados para sequenciamento. Essa etapa ¢ importante para que se
possa identificar se a sequéncia foi clonada de forma correta, para que a producao da proteina
recombinante ndo seja prejudicada.

O resultado do sequenciamento do plasmideo pET28a recombinante confirmou que
para o gene LINF0700 a clonagem foi bem sucedida, sendo a sequéncia clonada a mesma
identificada no gene de referéncia utilizado para o desenho dos primers. Desse modo,
concluimos que a sequéncia alvo do gene LINF0700 na cepa HUUFS14 ¢ 100% idéntica a
sequéncia encontrada no genoma de referéncia (cepa espanhola JPCMS5). Para o gene
LINF3121, a clonagem também foi bem sucedida, mas foi observada uma unica alteragao
de base na sequéncia clonada. Foi identificado que uma guanina foi substituida por uma
alanina, porém, essa alteracao nao causa mudanca na proteina codificada, pois ao se analisar
0 codon no genoma de referéncia (GCG) e o cddon no clone recombinante (GCA) foi visto

que ambos codificam para o aminodcido alanina, mantendo a sequéncia da proteina



Discussdo 85

inalterada. Assim, concluimos que na cepa HUUFS14, a sequéncia alvo do gene LINF3121
possui uma substitui¢do de nucleotideo sindonima, podendo ser classificada como um SNP
(Single Nucleotide Polimorphism) (BATISTA et al. 2016).

Confirmada a clonagem, os plasmideos recombinantes foram usados para transformar
bactérias E. coli BL21(DE3) para que se fossem realizados os experimentos expressao piloto
da proteina de interesse. A expressao ocorre a partir da utilizagdo do IPTG, que ¢ um anéalogo
sintético da lactose. O IPTG se liga ao repressor /ac causando sua inativagdo. Deste modo a
expressdao da T7 RNA polimerase ¢ ativada o que desencadeia a transcri¢ao do gene clonado,
que ¢ regulado pelo promotor T7 (STUDIER et al. 1990). Uma vantagem do IPTG ¢ que,
por ndo ser metabolizado por E. coli, sua concentracdo permanece constante ¢ a taxa de
expressdo ndo varia durante o experimento (HANSEN er al. 1998). Além dos genes
identificados para este trabalho, nesta etapa o gene LINF3131 também foi utilizado. Esse
gene foi inicialmente identificado, clonado e expresso pelo grupo e tem demonstrado ser um
marcador promissor para identificagdo molecular de leishmaniose visceral (por meio de
deteccdo utilizando PCR), de modo que foi decidido avaliar seu potencial antigénico para o
diagnoéstico sorologico. Para LINF3131 foram replicadas as condi¢des anteriormente
utilizadas para a expressao da proteina, ja para os genes LINFO0700 e LINF3121 foram feitos
testes de indugdo com concentragdes de IPTG e tempos de inducao variados a fim de se
estabelecer o melhor protocolo de indugdo para cada um (DONOVAN et al. 1996).

A confirmagdo da inducdo foi realizada através de eletroforese em gel de
poliacrilamida 12% (SDS-PAGE). Foi observado que j& na concentragdo minima testada de
IPTG (0,2 mM) a proteina recombinante LINFO700 ¢ expressa. A imagem do gel referente
a inducao com 0,2 mM foi avaliada utilizando o software ImageJ a fim de se quantificar em
qual tempo ocorreu uma maior expressao da proteina. Foi analisada a area referente a banda
da proteina no gel, e como esperado foi identificado que os tempos de inducdo de 3 e 4 horas
apresentaram uma maior area e consequentemente uma maior concentragao de proteina. Para
o gene LINF3121 o sistema de expressao utilizado ndo permitiu a produgao da proteina
recombinante e novos testes devem ser aplicados para viabilizar a expressdo. Apesar de
terem sido aplicadas as mesmas condig¢des do ensaio anteriormente realizado com sucesso,
a tentativa de expressdo de LINF3131 nao foi bem sucedida dessa vez.

Um fator intrigante sobre a proteina de LINF0700 ¢ o fato de que o peso molecular
esperado da proteina fusionada a fag do vetor na por¢do N-terminal da proteina

recombinante, deve ser de 14,4kDa. Contudo, foi identificada a expressdo de uma proteina
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de aproximadamente 16 kDa. Para identificar a causa dessa variacao foram reavaliadas todas
as etapas realizadas desde a identificacdo do gene até a inducao da expressdo. Inicialmente
cogitou-se a possibilidade de erro pela ndo inser¢do do cddon de terminagdo no primer
reverse desenhado nas primeiras etapas do trabalho. Descartada essa possibilidade, foi
avaliado se o gene havia sido inserido corretamente no vetor, uma vez que uma inser¢ao
incorreta pode acarretar uma alteracdo em todos os codons da sequéncia produzindo uma
proteina completamente diferente da proteina de interesse. Considerando a sequéncia do
gene no vetor obtida através do sequenciamento foi visto que o gene estava devidamente
inserido e os codons estdo corretamente alinhados, portanto, por alguma razao durante a
traduc¢ao da proteina, o codon de terminagdao do gene de interesse nao foi reconhecido e
consequentemente a proteina traduzida inclui uma por¢do maior do vetor, parando sua
traducdo apds a segunda tag de histidina existente na sequéncia do vetor, o que explica o
peso molecular maior. Novas tentativas de expressao podem ser realizadas com o objetivo
de verificar se o erro persiste.

Diante da eficacia variavel dos testes atualmente utilizados novos trabalhos com o
objetivo de desenvolver testes mais eficientes sdo realizados e tem apresentado resultados
promissores. Varios estudos tem avaliado possiveis antigenos para diagnostico de
leishmaniose visceral canina, uma vez que o cdo ¢ o principal reservatorio urbano do
parasita. Vale et al. realizaram estudo com epitopos especificos de células B de quatro
proteinas de Leishmania infantum, com o objetivo de produzir uma nova proteina quimérica
e avalid-la para o diagnostico de Leishmaniose canina. Os resultados mostraram
sensibilidade e especificidade de 100% para a quimera, que teve seu desempenho comparado
com um kit comercial usando soros de caes assintomaticos e sintomaticos. Nenhum resultado
falso-negativo foi encontrado quando a proteina recombinante foi usada, porém o kit
comercial apresentou 40,0 % e 16,0 % de resultados falso-negativos (VALE et al. 2021).
Caes assintomaticos, assim como os sintomaticos, sao capazes de transmitir a Leishmania
para os vetores, porém os testes diagnosticos disponiveis sdo limitados para esse grupo,
apresentando baixa sensibilidade. Em seu trabalho, Siqueira et al. avaliaram o desempenho
antigénico de uma proteina recombinante para o diagnostico de cdes sintomadticos e
assintomaticos. Nos ensaios utilizando ELISA a proteina recombinante apresentou valores
de sensibilidade e especificidade melhores do que os apresentados pelos antigenos de
referéncia utilizados, sendo capaz de identificar 100% dos caes assintomaticos (SIQUEIRA

et al. 2023).
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Estudos do genoma de L. infantum devem ser estimulados, para promover o maior
conhecimento sobre suas caracteristicas e peculiaridades. As proteinas exclusivas de L.
infantum podem exercer importantes fungdes no parasito e sua andlise € necessaria ndo
somente para utilizagdo em técnicas de diagnodstico, mas também para o desenvolvimento de

vacinas e novas abordagens terapéuticas.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho propos a identificagdo de genes especificos de L. infantum e sua posterior

clonagem e expressao das proteinas recombinantes para purificagdo. Posteriormente, essas

proteinas recombinantes poderdo ser avaliadas quanto sua capacidade antigénica para a

utilizagdo em testes sorologicos.

Foram identificados nove genes especificos de Leishmania infantum com potencial
para utilizacdo em testes para a avaliagdao do potencial antigénico;

Seis genes foram considerados mais promissores;

O fato de as proteinas nao possuirem dominios conservados conhecidos
impossibilita a inferéncia de possivel func¢ao proteica;

Dos seis genes foi possivel padronizar as reagdes de PCR para quatro deles;

O gene de LINF3195 foi excluido do trabalho pelo fato de seu produto possuir um
peso molecular muito baixo o que dificultaria futuros ensaios de purificagao;

A substituicdo da base nitrogenada que ocorreu durante a clonagem de LINF3121
ndo ¢ significativa pois ndo acarreta alteracdo na proteina traduzida;

As tentativas de expressao de LINF3121 e LINF3131 incubadas a 30°C por 4 horas
nao foram bem sucedidas;

A expressao de LINF0700 nao ocorreu conforme esperado, o codon de terminagao
do gene nao foi reconhecido e foi produzida uma proteina um pouco maior que a
proteina de interesse, contudo sem prejuizo para o objetivo de uso da proteina;
Novos estudos precisam ser conduzidos para que seja possivel uma caracterizagao

das proteinas pesquisadas.
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8. ANEXOS

8.1. ANEXO I - ANALISES DE BIOINFORMATICA COM IDENTIFICACAO DOS
GENES DUPLICADOS

Tabela I: Resultado do alinhamento das sequéncias de nucleotideos dos oito genes do
cromossomo 15 utilizando a ferramenta Blastn disponivel no site do NCBI. Foi utilizado
como gquery o gene LINF _150012000.

Descricio Max Total Query E ?erce.ntual Acc.
Score Score Cover value | identidade | Len

LINF 150011400| 1314 1314 84% 0.0 100.00 711
LINF 150010600 1314 1314 84% 0.0 100.00 711
LINF _150010800| 1314 1314 84% 0.0 100.00 711
LINF 150011000 1314 1314 84% 0.0 100.00 711
LINF 150011800| 1314 1314 84% 0.0 100.00 711
LINF 150011600| 1314 1314 84% 0.0 100.00 711
LINF 150011200 1314 1314 84% 0.0 100.00 711

Alignment Scores [JJj=40 [PR40-50 []50-80 [@&0-200 [==200

Distribution of the top 7 Blast Hits on 7 subject sequences

I | I | I 1
1 150 300 450 600 750

Figura I: Representagdo grafica do alinhamento das sequéncias de nucleotideos dos oito genes do
cromossomo 15, utilizando a ferramenta Blastn disponivel no site do NCBI. Query:
LINF_150012000.
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LINF_150011400 | Leishmania infantum JPCMb5 | hypothetical protein - conserved | genomic | LinJ.15 reverse | (geneStart+0 to
geneEnd+0)] length=T11
Sequence ID: Query_2201 Length: 711 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 711 Gmaphics

Score Enped Gaps Stratvd
1314 bits{711) 0.0 711/711{100%) 0/711{0%) Plus/Plus
Query 138 ATGGOGTACCGLTTCAGCACUGLCGLACGLGCCTGLOLCOLCTLOTL ElL{JI’.nL".JLI TacG 189
i PR TR L A LR E TR LT L T R R L Ta Ll
sbict 1 .GICJI’_-I'.l'EiALCL.LITLAQLALLLLL\JLALI’JL&LLIl’.u.l’.rLLuLl’.Il'.i.lLLlL{JLL"uLI Taco o8
Query 198 TCT ILuu’._L.-!L._.ﬂ.uLuLEIthL&'I_&Lﬂ.LI[lLLGLLL\'._LILLIL-’._LlL&iJL.lI!LD-Lb(JI;.I&LL 249
FURRLELEL R TR Rt R R R e R TR LT R L
sbijct el T TG CACCAGL TCC TRCACOLOCACTOCCGLCOCTCCTLCOCGOCACGCAGLACT 128
Query 258 GCGCOGTCTGOT IIllﬁ-'al'.l'l.lu'LMLAAELQLLAC\ELJ}UC:LIhi1LL\A‘<uLILI|LE|LLAtI'. 389
: TR ELE R R T R e P R R e Rttt
Shict 121 GCOCEGTCTERTTTOOECTeOTCAGCAAGCGLCACGLACTGL TOCTCGAGLTOLGLCAGE 18

Query 318  CGCGBATCCAGCGACAGCCCCAACGALGACAGCATLGLCGLC TCAGGUGCOGTCGECACA 389
FLRLLELCLCECEE LR LT R L A R T LR ET Lt

Shjct 181 LoCGOGTCCAGCGACAGCCCCAACGALGACAGCATOGICGCC TCARGLGLLGTCOLCACs 248

Query 378 GTCGGGTACTTGGCTCGLAGCTCCGLLTCCGCCACGAGLT TCGECTCLGCLACCTECGTA 429
TURLCL T LR R R T LR LA LR it
Shjct 241 GTCGEGTACT TGGETCRCAGLTCLACLTCCOLCACGAGLT TCGLLTCCOCCACCTLCGTA 388
Query 438 GCGCGBCTTCTTCAGGCGLGCCTCTACCGCAGTCAGETECOCCGEAT TCTCGACCORECGE 48D
CLELLEL LR L R PR P TR LR it
Sbict 301 GCGCRCTTCTTCAGGLGLGLCTCTACCGEAGTCAGE TLOOCCALAT TCTLOACCORLIRE 368

Query A998 TCCTTOAGUGTCAGGCGOCGATCCATCAGLCGOGLGTAC TCAOOGTLCLGLGACAGLECT 549

Shjct 381 TCCTTCAGLGTCAGGLOGIEATCCATCAGBCCGLGLATACTCROOGTCCCOUGACAGLECE 428

Query 558 AGCTCGCGLAGLGGCACGLCGLGCACGTCGLTGTGLGALAGEANCGAGT TALGLGARCEE 543
) PLELTLLELCE R LR L R R T R R T il

sbict 421 AGCTCGCGCAGLGGLACGLLGLGLALGTCGLTGTGLOGCAGGAACGET TOCGLGAACGL 460

Query B1B ACCTCGTCHTCIGLAGLATCGUGTAGGE TGTCCAGE T IGLGE T TGGCATCOBCGAGCTCO B89
1 PLELTELETEE LR R L P R E L AL i il

sbict 481 ACCTLGTCOT LT GLAGLAT LG TARGL TS TLLAGLT TGLGLT TRGLAT LLBLEABLTCG 540

Query 678 'I_b:.uL.ﬂ.LumLAluuﬁLgLulg’_LthaLLuLu|u:,A@Lgbi-‘.ﬂ;-:.uLag TTGTGLACGEY /29
R A N AR R A AR AR T

Shict 541 CECGCACGGTCATGEGLGLGTGICTURACCGLGTGLAGCLGTELCGLGTTTGTGLGLGEA &89

Query 738 CTCCCOAGCARCGOCGUGCGCTGCGLCALCAGCGCE TARAACABCTLGTCLTGOGLCAGE 8D

) FLEVLETELET PR TR e L LR P e ELETEET L o
sbict 681 CTCCLCAGCAGCGGCGCGCGCTOLACCALCAGLGEL TORAMALCTLGTLLTGEGLIAGE 568
Query 79 COCTCAGCGGLACGCCCLLACGCGE T TCRACAGBAACGGGTAG  Bad

Shjct 681 L'.._Alll'{_l LlLI..A.uLuuL.IIL(JL L\JL‘_.'-‘I.L"JLULI ILL\.&LA(JUM\_UGLI'AC: 711

Figura II: Alinhamento dos genes LINF 150011400 com LINF_150012000. E possivel observar o
total alinhamento de todos os nucleotideos de LINF 150011400 a partir do nucleotideo niimero 130
de LINF_150012000. Imagem gerada pela ferramenta Blastn disponivel no site do NCBI.

Tabela II: Resultado do alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas
codificadas pelos oito genes do cromossomo 15 utilizando a ferramenta Blastp
disponivel no site do NCBI. Foi utilizado como guery o gene LINF_150012000.

Max Total Query E value Percentual | Acc.

Descrigao Score | Score | Cover identidade | Len

LINF 150011400 416 416 84% 1,00E-152 100.00 236
LINF 150010600 416 416 84% 1,00E-152 100.00 236
LINF 150010800 416 416 84% 1,00E-152 100.00 236
LINF 150011000 416 416 84% 1,00E-152 100.00 236
LINF 150011800 416 416 84% 1,00E-152 100.00 236

LINF 150011600 416 416 84% 1,00E-152 100.00 236
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Figura III: Representacdo grafica do alinhamento das sequéncias de aminodcidos das proteinas
codificadas pelos oito genes do cromossomo 15, utilizando a ferramenta Blastp disponivel no site do
NCBI. Query: LINF_150012000.

LINF_150011400 | Leishmania infantum JPCMS5 | hypothetical protein - conserved | protein | length=236
Sequence ID: Query_36953 Length: 236 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 236 Graphics

Score

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

Expect Method

Identities
416 bits{1068) le-152 Compositional matrix adjust. 236/236(100%) 236/236(100%)

Positives

44 MGYRFSTAARACAASSSALASSSTSSCTRTAAASSAARSTARSGFGWSASATHCCSSCAS 183
MGYRFSTAARACAASSSALASSSTSSCTRTAAASSAARSTARSGFGWSASATHCCSSCAS
1 MGYRFSTAARACAASSSALASSSTSSCTRTAAASSAARSTARSGFGWSASATHCCSSCAS 6@

184

RGSSDSPNDDSIAASGAVATVGYLARSSASATSFASATSVARFFRRASTAVSSAAFSTGR 163

RGSSDSPNDDSIAASGAVATVGYLARSSASATSFASATSVARFFRRASTAVSSAAFSTGR
61 RGSSDSPNDDSIAASGAVATVGYLARSSASATSFASATSVARFFRRASTAVSSAAFSTGR 128

164

SFSVRRRSISRAYSGSRDRPSSRSGTPRTSLCGRNGLRERTSSSAASRRLSSLRLASASS 223

SFSVRRRSISRAYSGSRDRPSSRSGTPRTSLCGRNGLRERTSSSAASRRLSSLRLASASS

121
224

SFSVRRRSISRAYSGSRDRPSSRSGTPRTSLCGRNGLRERTSSSAASRRLSSLRLASASS 188

RARSWARASTACSRAAFVRGLPSSGARCATSAWNSSSCASGSSLSGTPATRFDRNG 279

RARSWARASTACSRAAFVRGLPSSGARCATSAWNSSSCASGSSLSGTPATRFDRNG

181

RARSWARASTACSRAAFVRGLPSSGARCATSAWNSSSCASGSSLSGTPATRFDRNG 236

Gaps
0/236(0%)

Figura IV: Alinhamento da sequéncia das proteinas codificadas por LINF 150011400 com
LINF_150012000. E possivel observar o total alinhamento dos aminoacidos de LINF 150011400 a
partir do aminoacido 44 de LINF 150012000. Imagem gerada pela ferramenta Blastp disponivel no
site do NCBI.

Tabela III: Resultado do alinhamento das sequéncias de nucleotideos dos genes
LINF 210021900 e LINF_ 210022100 utilizando a ferramenta Blastn disponivel no
site do NCBI. Foi utilizado como guery o gene LINF _210021900.

Descricio Max Total | Query E value Percentual | Acc.
¢ Score Score | Cover identidade Len
LINF 210022100 427 427 100% | 1,00E-124 98.75 240
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Figura V: Representacdo grafica do alinhamento das sequéncias de nucleotideos dos genes
LINF 210021900 e LINF 210022100, utilizando a ferramenta Blastn disponivel no site do NCBI.
Query: LINF_210021900.

LINF_210022100 | Leishmania infantum JPCMS5 | hypothetical protein - conserved | genomic | Lind.21 reverse | (geneStart+0 to
geneEnd+0)| length=240
Sequence ID: Query_465387 Length: 240 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 240 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

427 bits(231) 1le-124 237/240(59%) 0/240(0%) Plus/Plus
Query 1 CCACTCCTGGTGGTGGTGGCAGGGCCCGGTGCCCGCGACGCAGCGAGGTCAG 60
e+ OIUNEIRIIIROID AT -
Query 61  AGCAATTCAGCGCTACTGATGTTGTCGGTCAAGGCCCTGCGTGGCGCTGCGTCGGCGCCA 120
oy o MHLLHHDMHOTULION Y
Query 121 CCTGCGCAGCGGGCAGAGTGCGAGGCAGGGGCCATGCTCTCAGGGGACTGCATCGGCGCC 180
soice 121 HHUBIMUUHUGHUMRHHE RIS IHURERY 150
Query 181 GGACCGGCGTGTGTCGACGGCTCCCATGGCCCCACGCGAGGTGGEGCCTGTGTEA 240
Mt i i e

Figura VI: Alinhamento dos genes LINF_210021900 com LINF_210022100. E possivel observar
o total alinhamento de 99% dos nucleotideos. Imagem gerada pela ferramenta Blastn disponivel no
site do NCBI.

Tabela VI: Resultado do alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas
codificadas genes LINF 210021900 ¢ LINF 210022100 utilizando a ferramenta

Blastp disponivel no site do NCBIL
LINF 210021900.

Foi utilizado como gquery o gene

Descricio Max Total | Query E value Percentual | Ace.
¢ Score Score | Cover identidade Len
LINF 210022100 152 152 100% | 2,00E-55 96.20 79
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Distribution of the top 1 Blast Hits on 1 subject sequences
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Figura VII: Representagdo grafica do alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas
codificadas pelos genes LINF 210021900 e LINF 210022100, utilizando a ferramenta Blastp
disponivel no site do NCBI. Query: LINF_210021900.

LINF_210022100 | Leishmania infantum JPCMS5 | hypothetical protein - conserved | protein | length=79
Sequence ID: Query_478623 Length: 79 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 79 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps

152 bits(383) 2e-55 Compositional matrix adjust.  76/79(96%) 77/75(57%) 0/75(0%)

Query 1 MPSHSWWWWQGPVPATQRGOSMSALLMLSVKALRGAASAPPAQRAECEAGAVLSGDCIGA 68
MPSHSWWWWQGPVPATQRGQSNSALLMLSVKALRGAASAPPAQRAECEAGAVLSGDCIGA

Sbjct 1 MPSHSWWWWQGPVPATQRGQSNSALLMLSVKALRGAASAPPAQRAECEAGAVLSGDCIGA 68

Query 61 LLDRRVSTAPMAPREVGPV 79

LLDRRVSTA M PREVGP+
Sbjct 61 LLDRRVSTAAMVPREVGPL 79

Figura VIII: Alinhamento da sequéncia das proteinas codificadas por LINF 210021900 com
LINF 210022100. E possivel observar o alinhamento de 96% dos aminoacidos. Imagem gerada pela
ferramenta Blastp disponivel no site do NCBI.
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8.2. ANEXO II - RESULTADOS DAS ANALISES DE PREDICAO DE EPITOPOS
LINEARES DE CELULAS B

06 06
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a Position 0 0 40 50 80 100
b Position
Avecage: 0525 Misiman: 0206 Maximum: 0 720
Average: 0.542 Minimum: 0.264 Maximum: 0.713
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0s 045
g ¥
§ c_“a 040
04 035
0.0
L 025
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e Position 0 ] a0 60 0 00 120 140 160

Average: U543 Mismum: 0.257 Mazsmurs: 0. 701
Averege: 0551 Minimum: 0259 Maximum: 0.723

Figura I: Grafico das sequéncias das proteinas analisadas pelo BepiPred. (a) Sequéncia de
LINF_070006600 com dominio transmembrana (b) Sequéncia LINF_070006600 apds exclusido do
dominio transmembrana (c) Sequéncia de LINF 100007200 com peptideo sinal (d) Sequéncia de
LINF 100007200 apos exclusao do peptideo sinal (e) Sequéncia de LINF 1500 com peptideo sinal
(f) Sequéncia de LINF_1500 apds exclusdo do peptideo sinal. As regides em amarelo representam
as areas com 0s possiveis epitopos de células B
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Figura II: Grafico das sequéncias das proteinas analisadas pelo BepiPred. (a) Sequéncia de
LINF 180016800 com peptideo sinal (b) Sequéncia LINF 180016800 apos exclusdo do peptideo
sinal (¢) Sequéncia de LINF 210021900 com peptideo sinal (d) Sequéncia de LINF 210021900 apds
exclusdo do peptideo sinal (e) Sequéncia de LINF 220014400 com peptideo sinal e dominio
transmembrana (f) Sequéncia de LINF_220014400 apos exclusdo do peptideo sinal e do dominio
transmembrana. As regides em amarelo representam as areas com os possiveis epitopos de células
B.
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8.3. ANEXO III - RESULTADOS DAS ANALISES DE ADAPTABILIDADE

RELATIVA DE CODON

As figuras apresentadas nesse anexo mostram os resultados apresentados pela
ferramenta GCUA para os genes: LINF 100007200, LINF 1500, LINF 180016800,

LINF 210021900,
LINF 340012400

LINF 2214400,

LINF 100007200
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